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durante el  cual deberá demostrarse que  la modulación de  la diana  seleccionada, 
además de producir el efecto terapéutico deseado, va a ser segura. 
Las  agencias  reguladoras  exigen  amplios  estudios  in  vivo  (Snodin  2002), 
relacionados con  la  seguridad/evaluación de  riesgos de  los nuevos medicamentos 
(Bass  y  cols.  2004).  Estos  estudios  son  costosos,  exigen  tiempo  y,  lo  que  es más 
importante,  entran  en  el  proceso  de  desarrollo  en  etapas  tardías  y  con  baja 
capacidad de  introducción de cambios. Actualmente,  la  farmacología preclínica de 
seguridad  (Preclinical  Safety  Pharmacology  ‐  PSP)  intenta  anticipar  o  preveer 
reacciones adversas a medicamentos  (Adverse Drug Reactions  ‐ ADRs) a partir de 
ensayos  in  vitro  simples  durante  las  fases  tempranas  del  descubrimiento  de 
fármacos. 
Esta caracterización predictiva  in vitro de  la seguridad se  llevaría a cabo en 
las etapas más tempranas del descubrimiento de fármacos, en las que se realizarían 
campañas  de  screening  para  detectar  las  interacciones  de  las moléculas  con  las 
antidianas  responsables  de  sus  reacciones  adversas  y/o  toxicidad.  En  los  últimos 
años el panel mínimo de antidianas a ensayar se ha visto reducido como resultado 
de un mejor conocimiento de  la significación farmacológica de cada diana y de  las 
limitaciones  presupuestarias,  sin  embargo,  se  incluyen  rutinariamente  antidianas 
con  un  alto  valor  predictivo  de  toxicidad,  entre  las  que  destacan  el  receptor  de 
serotonina (5‐HT) 5‐HT2B, asociado a valvulopatía cardíaca, y el hERG, asociado con 
arritmias cardíacas graves (Bowes y cols. 2012; Cadavid 2013). 
El  receptor  5‐HT2B  participa  en  el  desarrollo  del  sistema  cardiovascular  y 
regula  el  desarrollo  y  crecimiento  de  los  cardiomiocitos.  La  activación  de  estos 
receptores  se  ha  asociado  con  hipertrofia  cardíaca  y  con  hipertensión  pulmonar 
(Elangbam  2010;  Roth  2007;  Setola  y  Roth  2005).  En  la  última  década  se  han 
encontrado evidencias de que  la activación de receptores 5‐HT2B de serotonina (5‐
Justificación  y  Objetivos  
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HT),  junto  con  la  inhibición  del  transportador  de  5‐HT  (SERT  o  5‐HTT),  juega  un 
papel importante en la patogénesis de la valvulopatía inducida por 5‐HT (Elangbam 
y  cols. 2008; Roth 2007).  Se ha  comprobado que distintos  fármacos  relacionados 
con  fenómenos  de  cardiotoxicidad  (fenfluramina,  pergolida,  ergotamina,  etc.) 
activan el receptor 5‐HT2B y/o aumentan los niveles de 5‐HT en sangre (Fitzgerald y 
cols. 2000; Pritchett y cols. 2002). 




















de  los  coxibs  surgieron  debido  a  la  imprevista,  pero  significativamente  mayor, 
incidencia  de  eventos  trombóticos  cardiovasculares  con  rofecoxib  frente  a 
naproxeno en el estudio VIGOR (Bombardier y cols. 2000). Actualmente, en base a 




la  inhibición  de  la  COX‐2  aumenta  el  riesgo  cardiovascular,  consistiría  en  una 
disminución  de  la  producción  vascular  de  prostaciclina,  PGI2,  (vasodilatadoras  y 
antiagregantes)  sin  un  cambio  en  los  niveles  de  tromboxano  A2,  TxA2, 
(vasoconstrictor  y  proagregante).  Esta  descompensación  en  el  equilibrio 
hemostático  conduciría  a  un  estado  que  predispone  a  trombosis,  hipertensión  y 
aterosclerosis (FitzGerald y Patrono 2001). 
Con  el  fin  de  identificar  antidianas  adicionales  implicadas  en  los  efectos 
adversos  asociados  con  los  coxibs,  se  llevó  a  cabo  un  estudio  quimiogenómico 
dentro del proyecto europeo EU‐ADR  (Exploring and Understanding Adverse Drug 
Reactions)  (EU‐ADR Project website), que  reveló una posible  interacción entre  los 
coxibs y el receptor 5‐HT2B. 
Asímismo,  la  fluoxetina,  un  inhibidor  selectivo  de  la  recaptación  de  5‐HT 
(ISRS),  provoca,  mediante  el  bloqueo  del  transportador  de  5‐HT,  una  potente 
desinhibición  inicial  de  la  neurotransmisión  serotonérgica  que,  tras  la 









la alcanzada en un  tratamiento  crónico  (Li y  cols. 2009;  Li y  cols. 2008). Además, 
existen varios informes de casos de diferentes reacciones adversas cardiovasculares 
asociadas  con  el  tratamiento  con  fluoxetina  y  con  la  sobredosis  (Friedman  1991; 
Gardner y cols. 1991; Graudins y cols. 1997). 
Justificación  y  Objetivos  
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Teniendo  en  cuenta  estos  antecedentes,  en  la  presente  Tesis  Doctoral 
hemos  considerado  de  interés  evaluar  la  posible  interacción  de  dos  inhibidores 
selectivos  de  la  COX‐2,  celecoxib  y  valdecoxib,  y  un  inhibidor  selectivo  de  la 















2. Evaluar  la expresión  y  respuesta del  receptor 5‐HT2B  tras un  tratamiento 
con celecoxib en animales de experimentación. 
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5. Evaluar  la expresión  y  respuesta del  receptor 5‐HT2B  tras un  tratamiento 
con fluoxetina en animales de experimentación. 

























con  el  premio  Nobel  por  su  descubrimiento  del  papel  de  las  proteínas  G  en  la 






genoma  humano  (Takeda  y  cols.  2002).  Actualmente  existe  una  creciente 
apreciación  de  que  la  regulación  y  señalización  de  los  GPCRs  es  mucho  más 
compleja  de  lo  originalmente  previsto,  e  incluye  señalización  a  través  de  vías 
independientes  de  la  proteína  G  (Ji  y  cols.  1998;  Lefkowitz  y  Shenoy  2005).  En 
consecuencia, se ha propuesto que el  término GPCR sea abandonado en  favor de 
receptores 7 transmembrana o 7TM.  
Los  GPCRs  comparten  una  estructura  común  consistente  en  una  cadena 
polipeptídica plegada en siete segmentos  hidrofóbicos transmembrana (TMI ‐ VII), 
unidos por tres lazos extracelulares (e1, e2 y e3) y tres lazos intracelulares (i1, i2 e 
i3),  con  un  extremo  amino‐terminal  extracelular  y  un  extremo  carboxi‐terminal 
intracelular (Figura 1). Los dominios transmembrana presentan un amplio grado de 
conservación  de  la  secuencia.  Las  regiones  más  variables  se  encuentran  en  el 
extremo carboxi‐terminal, el bucle  intracelular que une  los segmentos TM5 y TM6 
(i3), y el extremo amino‐terminal, observándose la mayor diversidad en el extremo 
amino‐terminal  (Ji  y  cols. 1998).  Los  siete dominios  transmembrana  y el extremo 
carboxi‐terminal extracelular están implicados en la unión del ligando, mientras que 









La distribución ubicua en  la membrana  celular así  como  su  implicación en 
multitud  de  procesos  fisiológicos  y  patológicos  han  hecho  de  esta  familia  de 




Clásicamente,  tras  la  unión  del  ligando,  los  GPCR  sufren  un  cambio 
conformacional  que  conduce  al  acoplamiento  y  activación  de  la  proteína  G 
heterotrimérica, promoviendo el intercambio de GDP por GTP en la subunidad Gα. 
El GTP origina un cambio conformacional en Gα que provoca la disociación de esta 
subunidad del  complejo  βγ. Tanto  la  subunidad Gα  como el  complejo  βγ pueden 

















de  los  GPCRs.  Una  amplia  variedad  de  ligandos  utilizan  GPCRs  para  estimular  dianas 
citoplasmáticas  y nucleares  a  través de proteínas G  y  vías  independientes.  Estas  vías de 






Gαs  y  Gαi  se  caracterizan  por  actuar  sobre  la  adenilato  ciclasa  (AC),  positiva  o 
negativamente, con  la consiguiente movilización de AMPc. Las Gαq se asocian con 
una  activación  de  la  fosfolipasa  C‐β  (PLCβ)  y  el  consiguiente  aumento  de 
diacilglicerol  (DAG), de  inositol 1,4,5‐trifosfato  (IP3) y de Ca
+2.  Las proteínas Gα12, 
por  su  parte,  estan  implicadas  en  la  regulación  de  las  proteínas  Rho,  GTPasas 
pertenecientes a la superfamilia de las proteínas Ras.  
Los GPCRs tienen la capacidad de acoplarse a una o varias de estas proteínas 







Péptidos y proteínas 
Angiotensina, bradiquinina, bombesina, FSH, LH, trombina, TSH 
Lípidos 
Anandamida, leucotrieno, LPA, PFA, prostaglandinas, S1P 








Rho PLCβ AC AC 
DAG, IP3, Ca+2 AMPc AMPc 




celular, angiogénesis, hipertrofia, 
cáncer 
Sistemas efectores 















favorecen  una  de  las  posibles  vías  de  activación  de  un  determinado  GPCR  en 
detrimento  de  las  demás  (Cussac  y  cols.  2008).  Este  fenómeno,  conocido  como 




Adicionalmente,  los  receptores  pueden  poseer  actividad  constitutiva, 
consistente en una  isomerización a  la conformación activa en ausencia de  ligando 
(Seifert y Wenzel‐Seifert 2002). Como consecuencia se promueve un aumento de la 
actividad basal de dicho receptor (Costa y Herz 1989). 
Asimismo,  tras  la  activación  de  los  receptores  se  produce  una  rápida 
atenuación de la respuesta, proceso conocido como desensibilización (Golan y cols. 




 La  internalización  de  los  receptores  de  la  superficie  celular  a 
compartimentos intracelulares (Ferguson 2001; Trejo y cols. 1998). 









Los  recientes  avances  en  el  campo  de  los  GPCRs  han  cuestionado 
definiciones  tradicionales  como  agonismo,  antagonismo,  afinidad  y  eficacia.  La 
mejor comprensión de la biología de GPCRs ha llevado al reconocimiento de nuevas 
"clases"  de  ligandos  tales  como  agonistas  y  antagonistas  parciales,  antagonistas 
neutros, agonistas inversos y ligandos protean (Brink y cols. 2004; May y cols. 2007). 
Todo esto junto con el descubrimiento de la selectividad funcional y el alosterismo, 




ligandos  endógenos  del  receptor,  se  ha  comprobado  que muchos GPCRs  poseen 
sitios de unión alostéricos, espacialmente y a menudo funcionalmente distintos de 
los primeros (Christopoulos y Kenakin 2002; May y cols. 2007). La presencia de sitios 
alostéricos  permite  numerosas  interacciones  adicionales  ligando‐receptor. 
Agonistas, antagonistas y agonistas inversos alostéricos de un determinado GPCR se 
unirán  al  sitio  de  unión  alostérico  e  inducirán  un  efecto  similar  a  los 
correspondientes ligandos ortostéricos (Bridges y Lindsley 2008).  
Independientemente de  su mecanismo  (ortostérico o alostérico),  todos  los 
ligandos muestran  eficacia,  definida  por  la  relación  de  afinidades  por  un  estado 
activo  (R*)  y  el  estado  inactivo  (R)  de  un  receptor.  La  detección  del 
“comportamiento”  agonista  depende  del  ligando  y  la  sensibilidad  del  ensayo 
utilizado;  clasificar  “comportamientos”  en  lugar  de  “propiedades”  da  lugar  a  los 
tipos de  ligandos descritos en  la  Figura 3. Nótese que, para un  solo  receptor, es 
posible  tener múltiples  estados  activos,  para  cada  uno  de  los  cuales  un  ligando 






sitio  alostérico  y  estabilizan  una  determinada  conformación  del  receptor,  
aumentando o disminuyendo  la afinidad y/o eficacia de un agonista ortostérico en 
el  receptor, pero  sin  activarlo o  inhibirlo por  si mismos  (Christopoulos  y Kenakin 
2002; May  y  cols.  2007).  Un mayor  grado  de  complejidad  surge  en  el  caso  de 
compuestos que presentan un comportamiento como modulador alostérico pero, 





Donde R  =  receptor  en  estado  inactivo, R*  =  receptor  en  estado  activo,  PAM  =  Positive 
Allosteric  Modulator,  SAM  =  Silent  Allosteric  Modulator  y  NAM  =  Negative  Allosteric 
Modulator (Keov y cols. 2011). 
El  alosterismo  en GPCRs  se  caracteriza  por  una  serie  de  propiedades  que 
reflejan  la  naturaleza  recíproca  del  efecto  de  la  interacción  entre  dos  ligandos 



































efecto  farmacológico  que  provoca,  regido  por  la  cooperatividad  entre  los 
ligandos  ortostérico  y  alostérico.  Las  interacciones  alostéricas  se 
caracterizan  por  tener  limitado  el  grado  de  cooperatividad,  positiva  o 
negativa,  lo que provoca que  los  ligandos alostéricos puedan “reajustar”  la 
señalización  fisiológica  de  ligandos  ortostéricos  endógenos.  Una  ventaja 
adicional de este mecanismo es  la minimización del  riesgo asociado con  la 
sobredosis, por  lo menos a nivel de  la diana, puesto que no  se observará 
ningún  efecto  farmacológico  adicional  por  encima  del  definido  por  la 
cooperatividad  e  independientemente  de  la  concentración  del modulador 
(Keov y cols. 2011). 
 Dependencia de  la  sonda  (Probe dependence):  Llamada  así para poner de 
relieve el hecho de que el grado y la dirección de una interacción alostérica 
puede  variar  con  la  naturaleza  del  ligando  ortostérico  utilizado  como 
“sonda” de  la  función del  receptor  (Kenakin 2005).  Idealmente,  la elección 
de  la  sonda ortostérica vendrá definida por el agonista endógeno para un 
determinado receptor. 
 Efectos diferenciales sobre  la afinidad vs eficacia del  ligando ortostérico: La 
capacidad  de  un  ligando  alostérico  de modular  la  afinidad  de  un  ligando 
ortostérico  no  va  acompañada  necesariamente  de  un  efecto  igual  en  su 




 Selectividad  funcional:  Los  receptores  que  pueden  unirse  a  más  de  una 
proteína  G  tienen  la  capacidad  de  señalizar  de  forma  diferente  para  las 
distintas  vías,  así,  los  GPCRs  pueden  adoptar  diferentes  estados 
conformacionales,  de  forma  que  una  de  las  cascadas  de  señalización 
mediadas  por  el  receptor  se  señalice  preferentemente.  Este  fenómeno, 






un  ligando normalmente no  selectivo  (por ejemplo, un agonista endógeno 





podría  inhibir  la unión de un  ligando ortostérico, mejorar  la de un  segundo  y no 
tener ningún efecto  sobre un  tercero,  todos actuando en el mismo GPCR y en el 
mismo sistema (Leach y cols. 2007). 
II. SEROTONINA	
La  serotonina  fue  inicialmente  denominada  enteramina  por  Ersparmer  y 
Vialli en 1937 porque se aisló a partir de las células enterocromafines de la mucosa 
digestiva.  En  la  misma  época  Rapport  y  cols.,  aislaron  una  sustancia 









La  presencia  de  esta  sustancia  en  extractos  de  cerebro  fue  propuesta 
inicialmente por Page y cols. (Twarog y Page 1953), pero no fue hasta 1964 cuando 
Dahlstrom  y  Fuxe  identificaron  neuronas  del  cerebro  que  contenían  serotonina, 
donde funcionaba como un neurotransmisor (Dahlström y Fuxe 1964a; Dahlström y 
Fuxe 1964b).  
En  la  actualidad  la 5‐HT es  considerada una  amina biógena  cuyo principal 
papel es la neurotransmisión en el sistema nervioso central (SNC). En el SNC la 5‐HT 
se produce casi exclusivamente en las neuronas procedentes de los núcleos del rafe 
situado  en  la  línea media  del  tronco  cerebral,  estas  neuronas  forman  el  sistema 
eferente más grande y complejo del cerebro humano. El rafe más caudal  inerva  la 
médula espinal, mientras que los núcleos dorsal y medial del rafe inervan la mayor 
parte  del  SNC mediante  proyecciones  difusas  (Figura  5).  En  el  SNC  la  5‐HT  está 
involucrada  en  el  humor,  cognición,  sueño,  dolor,  función  motora  y  secreción 
endocrina  (Millan y cols. 2008), aunque también  juega un papel  importante como 
neuromodulador (Daubert y Condron 2010).  
A  nivel  periférico  la  5‐HT  procedente  del  tracto  gastrointestinal  (células 














HT7; y receptores asociados a canales  iónicos, donde se  incluyen  los receptores 5‐







































































La  complejidad  de  las  respuestas  cardiovasculares  producidas  por  la  5‐HT 
incluyen  taquicardia o bradicardia, hipotensión o hipertensión,  y  vasodilatación o 
vasoconstricción. A pesar de que la concentración fisiológica de 5‐HT plasmática es 
muy baja, en torno a 2.8 nM (Kema y cols. 2000), las reacciones adversas mediadas 
por ella están  relacionados  con un  incremento de  la misma, que puede producir 









como  su  principal  vía  de  señalización  (Raymond  y  cols.  2001).  Se  localizan 
principalmente en el SNC y se han relacionado clásicamente con ansiedad, humor y 
memoria (Pytliak y cols. 2011). 
De especial  interés  resulta el  receptor 5‐HT1B,  ampliamente distribuido en 





su  implicación  en  la  vasoconstricción  o  relajación  de  estas  arterias  (Verheggen  y 








Esta  familia  de  receptores  está  formada  por  3  receptores  diferentes:  el 
receptor 5‐HT2A, receptor 5‐HT2 “clásico”, al que todavía a menudo se refiere como 
5‐HT2; el  receptor 5‐HT2B,  inicialmente denominado 5‐HT2F debido al alto nivel de 
expresión de este particular  receptor en el  fundus del estómago; y el  receptor 5‐
HT2C originalmente clasificado como receptor 5‐HT1C debido a su alta afinidad por 5‐
HT, pero más tarde renombrado receptor 5‐HT2C, en base a su perfil farmacológico,  





Los  receptores 5‐HT2C no  se han encontrado en periferia  (Kaumann y Levy 
2006),  por  lo  que  nos  centraremos  en  los  5‐HT2A  y,  principalmente,  en  los 
receptores 5‐HT2B que analizaremos más adelante. 





a otras proteínas G y a otros  sistemas efectores como  la PLA2  (Berg y cols. 1998; 










Na+  y  K+    perteneciente  a  la  familia  de  los  Cys‐loop  receptors  (Lummis  2012).  Se 
encuentra  tanto  a  nivel  central  como  periférico,  en  el  corazón,  se  encuentra 




los niveles de AMPc. El  receptor 5‐HT4  juega un papel significativo en  la periferia, 
especialmente en el tracto gastrointestinal, donde participa en la modulación de la 





y  Eglen  1996).  De  hecho,  el  tegaserod  (Zelnorm),  un  fármaco  que  activa  los 
receptores  5‐HT4  del  tracto  gastrointestinal,  fue  retirado  del mercado  en  varios 
países debido al aumento de eventos cardiovasculares potencialmente mortales, en 
particular,  ataques  al  corazón  y  derrames  cerebrales,  observados  en  los  ensayos 
clínicos (Nichols y Nichols 2008). 
Receptores	5‐HT5		
Los  receptores  5‐HT5,  que  comprenden  los  subtipos  5‐HT5A  y  5‐HT5B,  se 
expresan en múltiples regiones del cerebro, pero no en los tejidos periféricos. Estos 
receptores son probablemente los menos estudiados de todos los receptores de 5‐







El  receptor  5‐HT6,  que  estimula  la  AC,  se  expresa  en  varias  regiones  del 
cerebro y tiene una alta afinidad por los antipsicóticos típicos y atípicos. Aunque se 




Estos  receptores,  al  igual  que  los  receptores  5‐HT4  y  5‐HT6,  se  acoplan  a 
proteínas Gs, activando la vía de la AC. Existen estudios que lo asocian también a la 











rata mediando  contracción  (Baxter  y  cols.  1994;  Clineschmidt  y  cols.  1985; Vane 
1957). 






ha  encontrado  en  útero  (Kelly  y  Sharif  2006),  cerebro,  médula  espinal,  vasos 
sanguíneos, hígado, páncreas, bazo  y  riñón  (Bonhaus  y  cols.  1995; Helton  y  cols. 
1994; Ullmer y cols. 1995). 
Señalización 
La  activación  del  receptor  5‐HT2B  en  su  papel  como  GPCR  lleva  a  la 
disociación de su proteína G y la liberación de la subunidad Gαq, que a su vez activa 




HT2B  varía  dependiendo  del  sistema  en  el  que  éste  se  exprese.  En  el  fundus  de 
estómago de rata, donde se produce contracción tras  la activación (Clineschmidt y 
cols.  1985;  Vane  1957),  el mecanismo  de  acción  no  está  del  todo  claro,  aunque 




1995),  movilización  de  óxido  nítrico  (NO)  (Cox  y  cols.  1999),  activación  de  la 
proteína Gq (Cohen y Wittenauer 1987) o acoplamiento a fosfolipasa D (Tournois y 
cols. 1998). 
















Este  receptor  se  ha  asociado  con  diferentes  patologías  vasculares  como 
hipertrofia  cardíaca  e  hipertensión  pulmonar  (Jaffré  y  cols.  2009;  Launay  y  cols. 
2002).  Se  ha  comprobado  que  estos  receptores  están  sobreexpresados  en  el 
corazón de pacientes con insuficiencia cardíaca congestiva. Asimismo, la hipertrofia 
cardíaca inducida por la estimulación simpática con una perfusión crónica in vivo de 
isoprotenerol,  se  previene  con  antagonistas  del  receptor  5‐HT2B  (SB206553  y 
SB215505) y no se manifiesta en ratones knockout para este receptor (Jaffré y cols. 
2004). En el caso de  la hipertensión pulmonar,  la exposición crónica a 5‐HT puede 
contribuir  al  desarrollo  de  la  enfermedad  por  proliferación  de  receptores  5‐HT2B 
(Launay y cols. 2002). 
Por otra parte, se ha descrito que la inactivación del gen del receptor 5‐HT2B 






los niveles de 5‐HT en  sangre  (Fitzgerald y  cols. 2000; Pritchett y  cols. 2002).  Los 





se  han  descrito  algunos  compuestos  útiles  en  el  tratamiento  de  la  ansiedad 
(Kennett y cols. 1998; Kennett y cols. 1996) y la depresión (Launay y cols. 2006; Nic 
Dhonnchadha y cols. 2005). 
En  términos  generales,  los  fármacos  que  activan  el  receptor  5‐HT2B  y/o 












cavidades  izquierdas  de  las  derechas,  mientras  que  las  válvulas 
aurículoventriculares separan las cavidades superiores de las inferiores. 
Las  válvulas  cardíacas  son  un  conjunto  de  complejas  y  delicadas  pero 

















Figura  6: Representación  esquemática de  la  anatomía básica  del  corazón  en  sección.  Se 
muestran las cámaras, las válvulas y los grandes vasos. 
HISTOLOGÍA  VALVULAR.  Las  válvulas  cardíacas  se  asientan  en  su  raíz  a 
través de un anillo  fibroso. Todos ellas  tienen una estructura general  similar.  Las 
válvulas  son  continuas  en  su  base  con  el miocardio  (en  el  caso  de  las  válvulas 
aurículoventriculares)  o  con  las  paredes  de  los  grandes  vasos  (en  el  caso  de  las 
semilunares).  Las  válvulas  semilunares  son  normalmente  estructuras  avasculares, 
mientras que las hojas de las válvulas mitral y tricúspide pueden ser penetradas por 
pequeños vasos, pero sólo en su base. 
La  válvulas  aórtica  y  pulmonar  presentan  en  el medio  del  borde  libre  un 
engrosamiento  llamado nódulo de Arancio. Por  su parte,  los bordes  libres de  las 




denominado  cuerdas  tendinosas  a  las puntas de  los músculos papilares, que  son 
proyecciones  de  tejido miocárdico  derivado  de  los  ventrículos.  La  función  de  las 
cuerdas es evitar el prolapso de las valvas en las aurículas cuando la válvula se cierra 
durante  la  sístole.  Las  válvulas  semilunares  en  los  conductos  de  salida  están 







Las  hojas  de  las  válvulas  semilunares  están  cubiertas  de  endotelio  e 
histológicamente  tienen  tres  capas  de  tejido  bien  definidas:  la  ventricular  (que 
recibe el  flujo sanguíneo), compuesta por colágeno y  fibras elásticas, que dota de 
elasticidad a la estructura; la espongiosa subyacente, compuesta por colágeno laxo 
y abundantes proteoglicanos, que actúan de amortiguador; y  la  fibrosa  (hacia  las 
arterias de salida), formada por fibras de colágeno denso, que aportan consistencia. 
Se ha descrito una cuarta capa (más fina) hacia el lado aórtico (Schoen 2005). 
Las  válvulas  aurículoventriculares  constan  de  una  hoja  flexible  de  tejido 
conjuntivo,  cubierto  en  sus  superficies  auricular  y  ventricular  por  una  capa  de 
endocardio.  Las  hojas  de  las  válvulas  aurículoventriculares  son  estructuralmente 








lado  auricular  que  en  el  ventricular.  En  la  zona  de  inserción  de  la  válvula,  la 
musculatura de la aurícula penetra en el interior de su estructura. 
Las  válvulas  ya  formadas  presentan  células  endoteliales  valvulares 
(endocárdicas, que cubren a modo de capa superficial toda  la superficie de  la hoja 
valvular),  células  valvulares  intersticiales  (principalmente  fibroblastos,  localizadas 
en profundidad) y  la matriz  intersticial extracelular. Existe una relación compleja y 




CÉLULAS VALVULARES.  Las  células  intersticiales  valvulares,  las  células más 
abundantes  en  las  tres  capas,  son  células  fenotípicamente  dinámicas  que 
mantienen  la  integridad  y  estabilidad  de  las  válvulas  normales  y  regulan  los 
procesos de reparación en procesos patológicos de daño valvular, por su capacidad 
de  transformarse  en  miofibroblastos  y  células  musculares  lisas  (Walker  y  cols. 
2004).  Las  células  valvulares  intersticiales  muestran  rasgos  morfológicos  y 
funcionales  característicos  de  los  fibroblastos,  células  musculares  lisas  y 
miofibroblastos (Schoen 2006). 
Las  células  endoteliales  valvulares  tienen  propiedades  que  las  hacen 
fenotípica y fisiológicamente únicas en comparación con las células endoteliales de 
otros  niveles  del  árbol  vascular,  como  su  capacidad  de  respuesta  a  estímulos 
bioquímicos  y  a  fuerzas  físicas  y  la  regulación  de  respuestas  inflamatorias  e 
inmunitarias  (Aird  2007).  Se  ha  postulado  que  estas  células  pueden  volver  al 
proceso  de  transdiferenciación  que  las  diferenció  de  las  células  vasculares 
intersticiales  en  respuesta  a  lesiones,  y  promover  una  población  incipiente  de 
células  intersticiales  proliferativas  produciendo  la  típica  matriz  engrosada, 





MATRIZ  EXTRACELULAR VALVULAR.  La matriz  intersticial extracelular está 
formada  por  tres  capas  de  tejido  conjuntivo  organizado  que  proporciona  los 




colágeno  y  glicosaminoglicanos  (GAGs),  capaz  de  absorber  las  fuerzas  de 
cizallamiento y choque entre las capas de la válvula durante el movimiento de ésta. 
La  capa más  externa,  fibrosa,  proporciona  resistencia  y  rigidez  para mantener  la 
integridad  estructural  a  base  de  densas  fibras  de  colágeno  de  tejido  conectivo 
(Schoen 2005). 
Los  principales  componentes  de  la matriz  extracelular  valvular,  por  tanto, 
son  los  proteoglicanos,  el  colágeno  y  la  elastina.  La  matriz  está  producida  y 
mantenida por  las células  intersticiales valvulares. Su cantidad y calidad dependen 
de  la viabilidad y función de tales células. Los proteoglicanos son  los componentes 






extracelular,  que  depende  de  las  enzimas  presentes  en  la  matriz,  como  las 
metaloproteinasas, capaces de degradarla. Se han observado cambios en  la matriz 
extracelular en patologías  valvulares  cardíacas, por ejemplo  la  valvulopatía mitral 
mixomatosa (Grande‐Allen y cols. 2004; Gupta y cols. 2009; Mahimkar y cols. 2009) 











La 5‐HT  tiene efectos mitogénicos  sobre  fibroblastos y células del músculo 
liso (Nemecek y cols. 1986; Pakala y cols. 1994). La estimulación de sus receptores 
provoca  la  sobreexpresión  del  factor  de  crecimiento  transformante  beta 
(Transforming Growth Factor beta ‐ TGF‐β), que a su vez estimula la producción de 
GAGs (Jian y cols. 2002), proteínas que se han encontrado en altas concentraciones 
en  las  válvulas  de  pacientes  con  valvulopatías  cardíacas  inducidas  por  fármacos 
(drug‐induced valvular heart disease) (Bhattacharyya y cols. 2009). 
Ya en 1997, la fenfluramina y la dexfenfluramina, dos fármacos utilizados en 
el  tratamiento  de  la  obesidad,  fueron  asociados  con  alteraciones  valvulares 
distintivas  en  pacientes  con  hallazgos  anatomopatológicos  similares  al  daño  en 
válvulas cardíacas producido por tumores carcinogénicos secretores de serotonina 
(Connolly  y  cols.  1997).  Las  primeras  hipótesis  sostenían  que  estos  fármacos 







los  receptores  de  5‐HT  en  lugar  de  un  incremento  de  la  5‐HT  circulante 
(Bhattacharyya y cols. 2009). 
El receptor 5‐HT2B se encuentra tanto en la válvula aórtica como en la mitral 





dos  grandes estudios epidemiológicos europeos  comprobaron  la  asociación entre 
enfermedades  en  las  válvulas mitral,  aórtica  y  tricúspide  y  el  uso  de  pergolida  y 




patogénesis  de  la  valvulopatía  inducida  por  5‐HT  (Elangbam  y  cols.  2008;  Roth 
2007). El papel crítico que juega la activación del receptor 5‐HT2B en la patogénesis 
de esta enfermedad se ve resaltado por el hecho de que compuestos químicamente 
similares  a  los  antes  mencionados,  tales  como  lisurida  y  tergurida,  agonistas 
selectivos  para  los  receptores  5‐HT2C  y  5‐HT2A  y  antagonistas  de  5‐HT2B,  no  se 
asociaron con valvulopatías en los seres humanos (Elangbam 2010). 
Por otra parte, en 2008, Elangbam y  cols demostraron que el  tratamiento 




concluye que «las valvas de  las  válvulas de  las  ratas  tratadas  con 5‐HT  tenían un 
mayor grosor, una mayor cantidad de GAGs y una menor cantidad de colágeno. La 









no  se  conocen,  estas  proteínas G  pueden  activar  vías mitogénicas,  ya  sea  por  la 
inducción de  la fosforilación de Src, tirosincinasas  involucradas en  la regulación de 
procesos de proliferación, diferenciación y angiogénesis  (Wheeler y cols. 2009), o 
mediante  la  activación  de  cinasas  reguladas  extracelularmente  (Extracellular 
Regulated Kinases ‐ ERK) que participan en  la regulación de  la meiosis,  la mitosis y 







































































































que  consta  de  tres  importantes  etapas:  investigación  (desde  un  concepto 




En  primer  lugar  surge  la  idea  de  la  diana  donde  va  actuar  el  fármaco, 
moléculas  únicas  o  complementarias  que  desempeñan  un  papel modulable  por 
fármacos  en  la  fisiopatología  de  la  enfermedad  considerada  (genes,  proteínas 
receptoras,  canales  iónicos,  enzimas,  factores  de  regulación,  lípidos  etc.). 
Posteriormente  la diana seleccionada se somete a validación mediante ensayos  in 
vitro e  in vivo,   es decir, demostrar experimentalmente, que su modulación puede 




que  se denominan hits. El  siguiente paso consiste en  llevar a cabo actividades de 
química terapéutica, en paralelo con la farmacología, para desarrollar partiendo de 
los hits seleccionados, compuestos que presenten las características farmacológicas 
más  favorables  para  el  efecto  buscado  y  para  los  que  pueda  ser  protegida  su 
propiedad intelectual, denominados cabezas de serie o leads. Estos cabezas de serie 
se  optimizarán  en  eficacia,  farmacocinética  y  seguridad,  hasta  un  candidato, 
compuesto  que  debe  cumplir  las  propiedades  necesarias  para  un  candidato  a 
medicamento  (drug‐like):  potencia  y  selectividad  por  la  diana;  propiedades 
farmacocinéticas  idóneas;  perfil  de  seguridad  aceptable;  estabilidad  química  y 
compatibilidad para la formulación farmacéutica; etc. Por último, el candidato entra 






El  descubrimiento  de  fármacos  y  el  proceso  de  desarrollo  pueden  ser 
interpretados  como  una  historia  de muchos  fracasos,  con  raros,  pero  cruciales, 
casos  de  éxito,  ya  sea  debido  a  la  suerte  o  a  la  planificación  racional. Desde  las 
primeras  fases  de  los  ensayos  clínicos  sólo  el  11%  de  los  compuestos  llegan  a 
registro (Kola y Landis 2004).  
Los motivos que pueden explicar  los  fracasos son variados y han cambiado 
con  el  tiempo.  Así,  en  los  años  90,  la mayoría  se  podían  atribuir  a  problemas 
relacionados  con  cuestiones  farmacocinéticas  de  administración,  distribución, 
metabolismo  y  eliminación  (ADME/PK)  (Wang  y Urban  2004) mientras  que, más 
recientemente,  la  integración de modelos de ADME/PK  tanto computacionales,  in 
silico, como experimentales en el proceso de descubrimiento de fármacos, ha hecho 
que sean la eficacia y la seguridad los dos principales obstáculos.  
Entre  los  ejemplos  recientes  de  compuestos  que  se  han  retirado  del 
mercado,  la  principal  causa  de  suspensión  han  sido  las  reacciones  adversas 
medicamentosas,  lo  que  pone  de  manifiesto  la  importancia  del  perfilado  de 
seguridad  en  las  primeras  fases  del  proceso.  Sólo  el  Drotrecogin  alfa  (Xigris)  se 
retiró  como  consecuencia de estudios que probaron  su  falta de eficacia  (Poole  y 
cols. 2009).  
Las  normativas  en  vigor  exigen  amplios  estudios  in  vivo  (Snodin  2002), 
relacionados  con  la  seguridad/evaluación  de  riesgos  (Bass  y  cols.  2004).  Estos 
estudios  son  costosos y exigen  tiempo y,  lo que es más  importante, entran en el 
proyecto en etapas tardías y con baja capacidad de introducción de cambios.  
Alternativamente,  actualmente,  en  las  fases  tempranas  del  proceso  de 
descubrimiento  de  fármacos,  concretamente  en  la  identificación  de  hits  y  en  la 






leads.  Estos  datos  se  utilizarían  para  generar  modelos  de  relación  estructura 
actividad  (SAR)  y  para  guiar  el  diseño  de  nuevas moléculas,  favoreciendo  así  su 
eficacia y eliminando  su  toxicidad potencial, evitando  fracasos posteriores. En  las 
fases  avanzadas  de  descubrimiento  de  fármacos,  estos  datos  se  pueden  generar 
evaluando un panel más  amplio de  antidianas  y  se pueden utilizar para  la mejor 
comprensión de sus efectos in vivo (Loza 2013). 
En este sentido por ejemplo,  la compañía Boehringer  Ingelheim, desarrolló 
un  nuevo  inhibidor  de  la  proteína  ribosomal  S6  kinasa  alfa3  (RSK2)  para  el 
tratamiento de infarto de miocardio, sin embargo, el lead identificado inicialmente, 
BIX 02565, al evaluarse en un panel de 68 dianas mostró una actividad sustancial en 
receptores  alfa‐adrenérgicos.  El  significado  biológico  de  estas  actividades  en 
antidianas  se  demostró  en  estudios  funcionales  en  tejido  y  en  estudios  in  vivo 
relacionándose  con  la afinidad de  las  series químicas por el  receptor adrenérgico 
α1A.  Los  estudios  preliminares  del  perfil  farmacológico  in  vitro,  junto  con  los 
estudios SAR, permitieron  identificar un potente  inhibidor de  la RSK2  sin afinidad 
por el receptor α1A adrenérgico y sin efectos adversos cardiovasculares in vivo (Fryer 
y cols. 2012). 
Por  otra  parte,  recientemente  cuatro  de  las  principales  compañías 
farmacéuticas  (AstraZeneca, GlaxoSmithKline, Novartis y Pfizer) compartieron, por 
primera vez, sus conocimientos y su experiencia en la aplicación en fases tempranas 




En  base  a  todo  lo  expuesto,  la  importancia  de  obtener  un  conocimiento 










les  conoce  por  su  acrónimo  para  diferenciarlos  del  otro  gran  grupo  de 
antiinflamatorios, los esteroideos, formado por la cortisona y sus derivados.  
El  primer  AINE  sintetizado  fue  el  ácido  acetilsalicílico  en  1897, 
posteriormente, gracias al descubrimiento del mecanismo de acción de  la aspirina 
(Vane  1971),  se  han  desarrollado  por  lo  menos  otros  veinte  compuestos  que, 
aunque  pertenezcan  a  diferentes  familias  químicas,  se  agrupan  bajo  el  término 
AINEs. 
Los  principales  efectos  terapéuticos,  así  como  muchas  de  las  reacciones 
adversas de los AINEs, pueden explicarse por su efecto inhibidor de la actividad de 
las ciclooxigenasas, COX‐1 y COX‐2, enzimas que convierten el ácido araquidónico 
(AA)  que  se  encuentra  en  las  membranas  celulares  en  eicosanoides, 
particularmente,  en  prostaglandinas  (PGs)  y  tromboxanos  (Tx).  Algunos  de  estos 
eicosanoides  participan,  en  grado  diverso,  en  los mecanismos  patogénicos  de  la 
inflamación, el dolor y la fiebre, por lo que la inhibición de su síntesis por los AINEs 
sería  responsable de su actividad  terapéutica. Dado que  los eicosanoides  también 
están implicados en otros muchos procesos fisiológicos: relajación y contracción del 
músculo  liso,  vasodilatación,  agregación  plaquetaria,  diuresis,  citoprotección 
(mucosa  gastrointestinal),  tránsito  intestinal… etc.; dicha  inhibición  sería  también 
responsable de  las diversas  reacciones adversas  características de estos  fármacos 
(Feria M, 2008) (Figura 10). 
A  principios  de  los  años  90,  los  grupos  de  Needleman,  Simmons  y 
Herschman  (Kujubu  y Herschman 1992; Masferrer y  cols. 1990; Xie  y  cols. 1991), 
evidenciaron  la presencia de una  isoforma  inducible de  la enzima COX, más  tarde 
identificada como COX‐2. Este descubrimiento condujo a la hipótesis de que las PGs 
que  se  producen  a  través  de  la  expresión  constitutiva  de  la  COX‐1  estan 










sus efectos adversos gastrointestinales  (GI)  fueron atribuidos a  la  inhibición de  las 
PGs  gastroprotectoras producidas  a  través de  la  vía de  la COX‐1, puesto que, en 
humanos y otras especies,  se ha demostrado que  la COX‐1, pero no  la COX‐2,  se 
expresa  constitutivamente  a  lo  largo  del  tracto  gastrointestinal  (Kargman  y  cols. 
1996).  
A  raíz  de  estos  datos,  la  comunidad  científica  centró  sus  esfuerzos  en  el 
diseño  de  inhibidores  selectivos  de  la  COX‐2,  denominados  coxibs,  con  el  fin  de 







































y  Pfizer  (ahora  Pfizer  Inc)  lanzó  el  primer  inhibidor  selectivo  de  la  COX‐2:  el 
















































Todos  los  coxibs  poseen  efectos  analgésicos,  antipiréticos  y 
antiinflamatorios, comparables en eficacia a  los de  los AINEs convencionales. Tales 
efectos  se  deberían  a  la  inhibición  de  la  COX‐2,  puesto  que,  en  principio,  a 
concentraciones terapéuticas, carecerían de actividad inhibidora de la COX‐1, hecho 
que haría que  fueran  significativamente menos agresivos que otros AINEs para  la 
mucosa gastrointestinal. En  los últimos años se ha comprobado que  la selectividad 





la hora de explicar  tanto  los efectos  terapéuticos como  los efectos adversos, que 
siguen existiendo. 
Los  coxibs  representan  la  primera  clase  de  AINEs  fundamentados  en  un 
mecanismo  razonado,  biológicamente  plausible,  para  mejorar  la  seguridad  GI 
basándose  en  la  inhibición  selectiva  de  la  COX‐2  o,  lo  que  es  lo mismo,  en  la 
conservación  selectiva  de  la  COX‐1  (FitzGerald  y  Patrono  2001).  Sin  embargo, 
estudios  posteriores,  VIGOR  y  CLASS  (Bombardier  et  al.  2000;  Silverstein  et  al. 
2000),  demostraron  que  no  representaron  un  gran  avance  puesto  que  siguen 






inseparable  a  los  AINE  clásicos,  respetando  su  eficacia  analgésica,  antipirética  y 
antiinflamatoria,  les  proporcionó  un  gran  éxito  inicial  tras  su  lanzamiento  al 
mercado. Sin embargo, en los años transcurridos desde su aparición, este subgrupo 
de  AINE  ha  pasado  a  situarse  en  segunda  línea  de  uso  debido  a  su  riesgo 
cardiovascular. 
Los primeros signos de preocupación en cuanto a la seguridad cardiovascular 
de  los  coxibs  surgieron  debido  a  la  imprevista  pero  significativamente  mayor 
















la  FDA  (Food  and  Drug  Administration)  como  a  la  EMA  (European  Medicines 
Agency),  a  recomendar  la  suspensión  de  Bextra®  (valdecoxib)  y  colocar  una 
advertencia de seguridad (black box warning) en las fichas informativas advirtiendo 
del  riesgo  de  efectos  adversos  cardiovasculares  en  todos  los  AINEs  excepto  la 
aspirina, la FDA, y en los coxibs pero no en los AINEs tradicionales, la EMA (Patrono 






Debido  a  las  funciones  biológicas  opuestas  del  TxA2:  proagregantes 
plaquetarios, y de la PGI2: antiagregantes plaquetarios, el concepto de un equilibrio 
entre ambos para el mantenimiento de  la salud cardiovascular,  fue propuesto por 











Los  AINEs  tradicionales  reducen  la  inflamación  inhibiendo  la  COX‐2  y 
temporalmente la agregación plaquetaria mediante la reducción de síntesis de TxA2 
a través de la inactivación incompleta y reversible (excepto en el caso de la aspirina) 
de  la  COX‐1. Ambos mecanismos  podrían  traducirse  en  una  reducción  del  riesgo 
cardiovascular (Patrono y cols. 2004; Ross 1999).  
Actualmente,  en  base  a  distintos  experimentos  y  ensayos  clínicos,  se 
propone que el mecanismo por el que  la  inhibición de  la COX‐2 aumenta el riesgo 
cardiovascular, consistiría en una disminución de la producción vascular de PGI2 sin 
un  cambio  en  los  niveles  de  TxA2.  Esta  descompensación  en  el  equilibrio 
hemostático  conduciría  a  un  estado  que  predispone  a  trombosis,  hipertensión  y 
aterosclerosis  (FitzGerald  y  Patrono  2001;  Gurwitz  y  cols.  1994;  Johnson  1997; 
Patrono y cols. 2004) (Figura 10). 
No obstante, considerando las afinidades relativas de los coxibs por la COX‐1 
y  la  COX‐2  (FitzGerald  y  Patrono  2001)  y  el  hecho  de  que  los  AINE  sin  riesgo 
cardiovascular son también inhibidores COX‐2 con diferente selectividad para COX‐1 
o COX‐2, esta explicación no parece completamente coherente (Warner y Mitchell 

















serotonina  del  SNC.  Estudios  en  humanos  a  dosis  clínicamente  relevantes  han 
demostrado que la fluoxetina también bloquea la recaptación de serotonina en las 
plaquetas  humanas  (FDA  Fluoxetine  Hydrochloride  Approved  Labeling  Enclosure, 
NDA 18‐936/S‐064) 
La  principal  ventaja  que  tenía  la  fluoxetina  sobre  los  antidepresivos 




se  une  a  estos  receptores  de  membrana  con  mucha  menos  afinidad  que  los 
antidepresivos  tricíclicos.  Esto  permitió  que  alcanzara  una  popularidad  sin 
precedentes. 
El  mantenimiento  de  una  correcta  neurotransmisión  depende  en  gran 
medida  de  la  precisión  en  el  control  de  los  niveles  de  5‐HT  extracelular.  Este 
proceso es  impulsado por el SERT, que pertenece a  la  familia de  transportadores 
dependientes de Na+/Cl‐ (Launay y cols. 2006). SERT asume  la captación de  la 5‐HT 






El  perfil  farmacológico  de  un  ISRS  consiste  en  provocar  una  potente 




de disparo de  las neuronas serotoninérgicas se  inhibe y disminuye  la  liberación de 
5‐HT  (Sghendo  y  Mifsud  2012).  Con  la  administración  crónica  de  los  ISRS,  el 
aumento  sostenido de 5‐HT provoca  la desensibilización de  los  receptores 5‐HT1A 
somatodendríticos  (Fabre  y  cols.  2000;  De Montigny  y  cols.  1992).  Una  vez  que 
estos receptores se han desensibilizado, el flujo del  impulso neuronal ya no es tan 
fácilmente  inhibido,  lo  que  provoca  un  aumento  de  la  liberación  de  5‐HT  de  las 
terminales  axónicas.  El  retraso  en  la  producción  del  aumento  de  5‐HT  en  las 




que  han  evaluado  los  efectos  cardiovasculares  de  los  ISRS,  sin  embargo,  los 
resultados no son concluyentes. Existen estudios que sugieren un efecto preventivo 
de  estos  compuestos,  principalmente  atribuible  al  efecto  inhibitorio  que  los  ISRS 
tienen  sobre  la  activación  plaquetaria mediada  por  la  serotonina  (Sauer  y  cols. 
2001).  Otros  autores  no  han  encontrado  un  efecto  significativo  de  estos 
compuestos a nivel cardiovascular  (Meier y cols. 2001) e  incluso hay estudios que 
los  asocian  con  un  mayor  riesgo  cardíaco.  Existen  casos  clínicos  de  función 
plaquetaria anormal en asociación con la administración de fluoxetina (Alderman y 
cols.  1992;  Gunzberger  y Martinez  1992),  y  se  ha  descrito  una  leve  bradicardia 





Como  se  ha  comentado  anteriormente,  la  5‐HT  es  capaz  de  activar 
diferentes receptores (14), siendo uno de ellos el receptor 5‐HT2B, por el que tiene 
una gran afinidad (Ki = 4 – 12.6 nM (Andrade y cols. 5‐Hydroxytryptamine receptors: 
5‐HT2B  receptor.  IUPHAR  database  (IUPHAR‐DB))).  Un  bloqueo  de  SERT  podría 
provocar  un  aumento  de  la  5‐HT  circulante  hasta  niveles  suficientemente  altos 






administrada a dosis  terapéuticas sea capaz de activar estos  receptores  (Li y cols. 
2009; Li y cols. 2008).  
Ya  en  el  año  1993,  Zhan  y  cols.  describieron  los  efectos  directos  de  la 
fluoxetina en la concentración de calcio libre citosólico ([Ca+2]i) y en la glucogenolisis 
en  los  astrocitos,  que  se  sabía  que  expresaban  receptores  de  serotonina.  Sin 
embargo, asociaron estos efectos a   una acción agonista sobre el  receptor 5‐HT1C 
(Zhang  y  cols.  1993).  Posteriormente,  Sandén  y  cols.  demostraron,  mediante 




transitorio de  [Ca+2]i, que era bloqueado por  la  rauwolscina, antagonista selectivo 
del 5‐HT2B (Sandén y cols. 2000). En el 2002, Kong y cols. demostraron que, durante 
un  periodo  de  tratamiento  similar  al  requerido  para  obtener  respuesta  clínica  a 
fluoxetina,  la  glucogenolisis  mediada  por  el  receptor  5‐HT2B,  era  atenuada 







5‐HT2  involucrado  en  el  aumento  de  [Ca
+2]i  y  la  fosforilación  de  las  ERK1/2 
observados tras  la administración de fluoxetina  llegando a  la conclusión, mediante 
diferentes  experimentos  con  antagonistas,  que  ésta,  en  astrocitos  diferenciados, 
actúa exclusivamente en los receptores 5‐HT2B (Li y cols. 2008). 
Estos autores proponen que dado que  la  fluoxetina  se  comporta  como un 
agonista de los receptores 5‐HT2B a las dosis terapéuticas, la única razón por la que, 
a  estas  concentraciones,  no  se  hayan  observado  los  efectos mediados  por  este 
receptor  en  la periferia, puede  ser  su  alto  grado de unión  a proteínas  (Li  y  cols. 
2008). 
Asimismo,  existe  un  número  creciente  de  informes  de  casos  de  distintas 
reacciones adversas cardiovasculares asociadas con el tratamiento con fluoxetina y 
su  sobredosis:  arritmias  cardíacas,  tanto  bradicardia  (Friedman  1991;  Gardner  y 
cols.  1991),  como  taquicardia  (Gardner  y  cols.  1991;  Neely  1998),  e  incluso 
cardiotoxicidad,  medida  como  prolongación  del  intervalo  QRS  (Graudins  y  cols. 
1997).  No  obstante,  debe  tenerse  en  cuenta  que  hay  estudios  en  los  que  el 






















En este  trabajo  se utilizaron  ratas Sprague‐Dawley macho procedentes del 
Animalario  Central  de  la  Universidad  de  Santiago  de  Compostela  con  un  peso 




Los animales  fueron manipulados  respetando  las normas  internacionales y 
los  acuerdos  del  Consejo  de  Europa  sobre  experimentación  animal  aplicada 
recogidos en la Directiva  del 24 de noviembre de 1986 (86/609/CEE) y regulados en 
España  por  el Real Decreto  del  10  de  octubre  de  2005  (1201/2005/BOE)  y  en  la 






Los  estudios  funcionales  buscan  evaluar  una  determinada  respuesta 
inducida por el  fármaco sobre el organismo entero o sobre un órgano o tejido. La 
utilización de  las técnicas de órgano aislado  in vitro permite una simplificación del 
reactivo  biológico  eliminando  las  respuestas  reflejas  y  de  tipo  hormonal  que 
caracterizan los ensayos in vivo, al tiempo que consigue cuantificar la concentración 
del fármaco que accede a la biofase. De este modo, se pueden conocer y modificar 
las  condiciones  de  incubación  del  preparado  tisular  en  los  distintos  protocolos 
experimentales. 
Como se ha comentado en  la  Introducción, el ARNm del receptor 5‐HT2B se 
encuentra  ampliamente  distribuido  en  tejidos  periféricos  como  el  corazón, 
Material  y  Métodos  
52 
 










El  estómago  se  diseccionó  rápidamente  y  el  fundus  (parte  superior  del 
estómago, de color grisáceo, perfectamente distinguible del área  inferior de color 
rosado) se dividió en cuatro tiras según el método descrito por Vane en 1957 (Vane 

















Los  tejidos  se  sometieron  a una  tensión de  2  g  y  se  lavaron  cada  15 min 
durante 1 h. Una vez estabilizados se adicionó a cada tejido una concentración 60 
mM  de  KCl,  que  se  eliminó  al  cabo  de  10  min  mediante  el  lavado  de  las 
preparaciones con Krebs. Tras 1 h de estabilización y renovación de  la solución del 
pocillo  cada  15  min,  se  realizó  una  primera  curva  concentración‐respuesta 
acumulativa  (CCRA) con el agonista 5‐HT  (Sigma‐Aldrich, St. Louis, USA), celecoxib 
(Sequoia  Research  Products,  Pangbourne,  UK),  valdecoxib  (Sequoia  Research 
Products, Pangbourne, UK) o fluoxetina (Sigma‐Aldrich, St. Louis, USA). Estas curvas 
fueron realizadas por el método de las dosis acumulativas (Van Rossum 1963).  
En  el  caso  del  estudio  del  efecto  de  los  distintos  compuestos  sobre  la 
respuesta promovida por 5‐HT, tras la construcción de la CCRA de 5‐HT (Figura 10) y 
los  posteriores  lavados  cada  15  min  durante  1  h,  se  incubaron  los  distintos 
compuestos  a  estudiar:  valdecoxib,  celecoxib  y  fluoxetina  a  las  distintas 
Material  y  Métodos  
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Para  la medida de  las contracciones  isométricas se utilizaron transductores 
de desplazamiento de fuerza Grass FTO3C conectados a un sistema PowerLab 8/30. 
Los resultados se adquirieron con el software LabChart 6.0 y el ajuste de  los datos 




















Se  utilizaron  ratas  Sprague‐Dawley  macho  procedentes  del  Animalario 
Central  de  la Universidad  de  Santiago  de  Compostela  con  un  peso  comprendido 
entre 250 y 300 g. Todos los animales fueron alojados en jaulas de policarbonato de 




Con  el  objetivo  de  poner  a  punto  la  metodología  necesaria  para  la 
realización de tratamientos de 21 días con celecoxib o fluoxetina en ratas Sprague‐
Dawley,  así  como  la  tecnología  necesaria  para  el  procesado  de muestras  y  los 
distintos  ensayos  se  realizó  un  tratamiento  previo  con  5‐HT  (Sigma‐Aldrich,  St. 
Louis, USA) durante 7 días.  




















fue  seleccionada en base a  los valores utilizados en  trabajos previos  (Elangbam y 
cols. 2008) .  
Los  animales  se  sacrificaron 24 h después de  la última  administración por 
decapitación tras anestesia con CO2. De  las 12 ratas, 11  (cinco ratas control y seis 
tratadas)  se  utilizaron  para  la  cuantificación  de  5‐HT  plasmática  y  los  distintos 
estudios histológicos y funcionales. 
Tratamiento	celecoxib	(21	días)	
Las  ratas se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos:  tratadas  (n=12) y 
control  (n=12).  Los  animales  del  grupo  tratadas  recibieron  inyecciones  diarias  de 
celecoxib (Sequoia Research Products, Pangbourne, UK) en solución salina (NaCl 0.9 
%)  con  0.5  %  de  carboximetilcelulosa,  por  vía  intraperitoneal  (30  mg/kg/día) 
durante 21 días en un volumen de 0.1 ml/10 g entre  las 08:30 y  las 10:30 h. Los 
animales  del  grupo  control  recibieron  inyecciones  diarias  de  la  solución  vehículo 
(0.5 % de carboximetilcelulosa en solución salina) en un volumen de 0.1 ml/10 g. La 
dosis de celecoxib fue seleccionada en base al rango de dosificación entre la mínima 
y  máxima  dosis  eficaz  en  el  “paw  swelling  test”  que  sería  10‐50  mg/kg/día 
(Niederberger y cols. 2001). 
Los  animales  se  sacrificaron 24 horas después de  la última  administración 
por  decapitación  tras  anestesia  con  CO2.  Todas  las  ratas  se  utilizaron  para  la 
cuantificación de 5‐HT plasmática y los distintos estudios histológicos y funcionales. 
Tratamiento	fluoxetina	(21	días)	
Las  ratas se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos:  tratadas  (n=12) y 
control  (n=12).  Los  animales  del  grupo  tratadas  recibieron  inyecciones  diarias  de 
fluoxetina  (Sigma‐Aldrich, St.  Louis, USA),   en  solución  salina  (NaCl 0.9 %) por vía 






fluoxetina  fue seleccionada en base a  las dosis efectivas en  tratamientos crónicos 
previamente descritas  (File y cols. 1999;  Jones y cols. 2002; Qu y cols. 2009; Qu y 
cols. 2006). 
Los  animales  se  sacrificaron 24 horas después de  la última  administración 








(PLP). El PLP  se alicuotó  y  las alícuotas  se  congelaron  (‐20  °C) hasta  su uso en el 
ensayo de cuantificación. 
Una vez recogidas todas las muestras de cada tratamiento respectivamente, 
se  llevó  a  cabo  la  cuantificación  de  5‐HT  mediante  el  kit  Serotonin  ELISA  (IBL 






lavado  y  el  antígeno  biotinilado  unido  al  anticuerpo  se  determina  empleando 
estreptavidina  fosfatasa  alcalina  como  marcador  y  p‐nitrofenil  fosfato  como 
sustrato.  




La cuantificación se  logra por comparación de  la actividad enzimática de  la 
muestra  desconocida  con  una  curva  de  respuesta  preparada  con  estándares 
conocidos. 
La  DO  (densidad  óptica)  de  los  estándares  (eje‐y,  lineal)  se  representan 
frente  a  su  concentración  (eje‐x,  logarítmico).  El  ajuste,  regresión  logística  de  4 
parámetros, se realizó utilizando el programa XLfit™ v3.0.5 (IDBS, Surrey, UK): 
 
Donde A  se  correspondería  con  la asíntota  inferior  (valor mínimo de Y), B 
con la asíntota superior (valor máximo de Y) y C con la pendiente de la curva. 










plano  frontal.  Una  vez  anestesiadas  con  CO2,  las  ratas  se  sacrificaron  por 
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Con  ayuda  de  un  procesador  Shandon  Citadel  2000®  (en  el  que  cada 
contenedor  tiene  una  volumen  de  2400  ml),  cada  sección  fue  fijada  en  10%  
formalina  tamponada  (tampón  fosfato  0.1 M,  pH  7.4)  y  se  embebió  en  parafina 







Una  vez obtenidos  los  bloques de parafina  se  cortaron  secciones  seriadas 
con un microtomo Minot  (Microm HM350S®) a 4 µm y  se dividieron en distintos 
grupos  a  los  que  se  aplicaron  distintas  tinciones  para  así  poder  confirmar  los 
hallazgos encontrados. 
Parte de  las mismas, se procesaron para evaluar  la morfología de  la válvula 
con  la  técnica de Hematoxilina‐Eosina: Desparafinado: xileno 3 min, xileno 3 min, 
xileno 3 min. Hidratación con alcoholes en concentración creciente: etanol 100° 3 
min,  etanol  100°  3  min,  etanol  96°  3  min,  etanol  96°  3  min,  lavado  en  agua 
corriente. Tinción con hematoxilina  (estructuras ácidas en  tonos azúl y púrpura) 3 
min,  lavado en agua corriente. Tinción con eosina  (componentes básicos en tonos 
rosa)  2  min,  lavado  en  agua  corriente.  Deshidratación  con  alcoholes  en 
concentración decreciente y aclarado en xileno: etanol 96°, etanol 96°, etanol 100°, 
etanol 100°,  xileno,  xileno,  xileno, dando 10 pases en  cada  cubeta. Montaje para 
microscopía con medio Entellan® (Merck, Darmstadt, Alemania).  
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Otra  serie  de  muestras  se  procesaron  para  determinar  la  cantidad  de 
colágeno  y  la  presencia  de  fibrosis mediante  tinción  con  tricrómico  de Masson: 
Desparafinar  e  hidratar  siguiendo  el  protocolo  descrito  con  anterioridad.  Tinción 
con hematoxilina 3 min,  lavado en agua corriente. Tinción con Masson rojo 5 min, 
lavado en agua corriente.   Tratamiento con ácido fosfomolíbdico 6 min,  lavado en 
agua  corriente.  Tinción  con  azul  de  anilina  2  min,  lavado  en  agua  corriente. 
Deshidratar,  aclarar  y  montar  tal  y  como  se  describió  para  la  técnica  de 
hematoxilina‐eosina. 
 Por  último,  algunas muestras  se  utilizaron  para  evaluar  el  contenido  de 
GAGs y ácido hialurónico, a través del colorante azul de toluidina, que presenta el 
fenómeno  de  metacromasia  (vira  a  púrpura)  al  contacto  con  la  sustancia 
fundamental del  tejido conjuntivo. Para ello  se desparafinó e hidrató,  se  tiñó con 
azul de  toluidina  5 min,  se  lavó  con  agua  corriente  y  se hidrató,  aclaró  y montó 
como se ha descrito previamente. 
Una  vez  teñidas,  las  secciones  se  observaron  y  fotografiaron  con  un 
microscopio Olympus Provis AX70 (Figura 16).  
 
Figura  16:  Válvula mitral  de  rata  teñida  utilizando  distintas  tinciones.  (A)  Tricrómico  de 
Masson, (B) Azul de toluidina, (C) Hematoxilina‐Eosina. 
Los hallazgos histológicos fueron primero evaluados de forma independiente 
por  tres  observadores,  llegándose  posteriormente  a  un  consenso  tras  una 
evaluación conjunta. Los parámetros estudiados fueron: irregularidad del contorno, 
A CB
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como  en  corazón  de  rata,  previamente  fijados  en  formalina  y  embebidos  en 
parafina.  Los  tejidos  se  incubaron  durante  1  h  a  temperatura  ambiente  con  un 
anticuerpo  de  conejo  anti‐5HT2BR  (1:2000  Abcam,  Cambridge, UK).  Con  el  fin  de 
aumentar  la  sensibilidad  de  la  técnica  se  utilizó  como  sistema  de  detección  un 
polímero de alto peso molecular: dextrano (EnVision®, policlonal de Dako, Glostrup, 
Dinamarca),  conjugado  con  inmunoglobulina  (Ig)  anti‐conejo  y  con  peroxidasa 
(Figura 17). Con este método evitamos el uso de la estreptavidina y nos aseguramos 
que  lo  que  estamos  detectando  no  es  biotina  endógena.  El  cromógeno  utilizado 
para  el  revelado  fue  diaminobencidina  (DAB).  En  todos  los  casos  se  incluyeron 
controles negativos, en  los que se sustituyó el anticuerpo primario por PBS 0.1 M 
(pH 7.2). 








ovario de hámster  chino  (Chinese Hamster Ovary)  y  fue  transfectada  con un  gen 
que  codifica  el  receptor  de  interés.  Además,  se  incluyó  un  gen  de  resistencia  a 
antibiótico  (geneticina) que garantiza,  incluyendo este antibiótico en el medio de 
cultivo, la selección de las células en las que la transfección fue positiva. 







alícuota  se  descongeló  lo  más  rápidamente  posible  en  un  baño  a  37  C  y  se 







Material  y  Métodos  
63 
 
centrifugó  a  1000  rpm  durante  8 min,  descartando  el  sobrenadante.  El  pellet  se 
resuspendió en 2 mL de medio completo y se sembró en una placa de 150 mm de 
diámetro en  la que previamente se habían adicionado 15 mL de medio completo.  





El medio de cultivo  lleva  incorporado  rojo  fenol como  indicador de pH, de  










y,  tras  aspirar  éste,  se  incubó  la  placa  con  2.5  mL  de  tripsina  durante  2  min. 
Transcurrido este tiempo se golpeó suavemente  la base de  la placa para favorecer 
la  separación de  las  células  y  se  adicionaron 10 mL de medio para neutralizar el 
enzima  y  frenar  el  proceso  de  tripsinización.  Posteriomente  se  tomaron  los mL 
necesarios  de  esta  suspensión  para  hacer  la  dilución  requerida  y  se  pasaron  a 
nuevas  placas,  rotuladas  previamente  aumentando  en  una  unidad  el  número  de 
pase anterior. En todas las placas se añadió el medio de cultivo completo necesario 
y se llevaron al incubador. 




Se  realizó  una  tripsinización  siguiendo  los  mismos  pasos  descritos  en  la 
expansión, pero en este caso,  la suspensión celular se pasó a tubos Falcon® de 15 
mL  y  se  centrifugó  a  1000  rpm durante  8 min.  Se descartó  el  sobrenadante  y  el 




Tras  tripsinizar  y  centrifugar  las  células  tal  y  como  se  ha  descrito 
anteriormente, el pellet se resuspendió en 1.1 mL de medio y se preparó la dilución 
de contaje: 0.1 mL suspensión celular, 0.1 mL Trypan blue, 0.3 mL medio completo. 
El  contaje  de  células  se  realizó  utilizando  una  cámara  de Neubauer  contando  al 
menos 4 de los campos. El recuento de células se calculó según la fórmula: 
N = c x FD x A 








Con  el  fin  de  su  utilización  en  los  ensayos  de  unión  de  radioligandos,  se 
preparó un  lote de membranas 5‐HT2B. Las membranas  se prepararon a partir de 
placas de células CHO‐K1 5‐HT2B a confluencia. 







que  se  arrastran  todas  las  células.  Se  sedimentaron  por  centrifugación  a  1500  g 












para  la  caracterización  farmacológica  de  los  receptores,  posibilitando  la 
cuantificación  de  receptores  involucrados  en  distintos  procesos  fisiológicos  y 
patológicos así como la evaluación de la afinidad de distintos ligandos por éstos. Los 
principales  parámetros  determinados  en  estos  estudios  son:  densidad  de  una 
determinada clase de receptores y constante de afinidad de diferentes ligandos por 
una determinada clase de receptores. 










objetivo de  evaluar  las distintas  relaciones  ventana/  concentración de proteína  y 
seleccionar  así  la  cantidad  de  proteína  óptima  para  la  realización  de  futuros 
ensayos.  








con  una  concentración  equivalente  al  valor  de  la  constante  de  disociación  del 
radioligando  (KD),  obtenida  de  bibliografía  (Andrade  y  cols.  5‐Hydroxytryptamine 
receptors:  5‐HT2B  receptor.  IUPHAR  database  (IUPHAR‐DB)),  1  nM  [
3H]‐LSD  (84 




una placa de polipropileno de  96  pocillos durante  30 min  a  37  C  con  agitación. 
Transcurrido  este  tiempo  se  traspasaron  200  µl  de  la  mezcla  a  una  placa 





Biomedicals,  Santa  Ana,  USA)  para  realizar  la  medida  de  radioactividad.  La 
radioactividad se midió en un contador Microbeta Trilux (Perkin‐Elmer). 











ensayos  son  el  número  o  la  densidad  de  sitios  de  unión  (Bmax)  y  la  afinidad  del 
radioligando  por  el  receptor,  generalmente  expresada  por  la  constante  de 
disociación en el equilibrio (KD). 
Se  incubaron 5 µg de proteína por pocillo en el  caso de  [3H]‐LSD  y 40 µg 
cuando  se  utilizó  [3H]‐5‐HT,  con  11  concentraciones  diferentes  del  radioligando 
correspondiente (siempre diluciones 1:2 a partir de una disolución de concentración 
igual a 10 veces KD bibliográfica), utilizando 5‐HT 50 µM como ligando inespecífico. 
Las  disoluciones  se  incubaron  en  un  volumen  total  de  250  µl  de  tampón  de 
incubación (Tris‐HCl 50 mM, CaCl2 4 mM, Ác. Ascórbico 1 % pH 7.4) en una placa de 
polipropileno de 96 pocillos durante 30 min a 37 C con agitación. Transcurrido este 
tiempo  se  traspasaron 200 µl de  la mezcla  a una placa MultiScreenHTS  con  filtros 
GF/C (Merck Millipore, Billerica, USA) pretratada 24 h antes con PEI 0.5 % y previo al 
ensayo  con  tampón  de  incubación  durante  15 min  (250  µl/pocillo).  Se  filtró  el 
contenido realizando 4 lavados con 250 µl de tampón de lavado (Tris‐HCl 50 mM pH 
7.4)  frio.  Los  filtros  se  secaron  en  estufa  durante  1  h  a  60  C  adicionándoseles 












(GraphPad  Software  Inc.),  seleccionando  dicho  programa  el  mejor  ajuste  de 
regresión no lineal. 
En  los  ensayos  de  saturación  la  ecuación  estándar  que  define  la  unión 
específica del radioligando al receptor describe una hipérbola rectangular: 
   




Con  el  fin  de  validar  los  parámetros  optimizados  y  la  respuesta  de  las 
membranas preparadas, se llevaron a cabo ensayos de competición de estándares. 
En  estos  ensayos  se  mide  la  unión  de  una  concentración  de  radioligando  en 
presencia  de  distintas  concentraciones  del  ligando  a  estudio  y  se  basan  en  la 
competición  por  la  ocupación  del  receptor  establecida  entre  el  radioligando  y  el 
ligando de  interés. Los parámetros obtenidos  son  la  IC50  (Inhibitory Concentration 
50 %), definida como la concentración del ligando competidor que inhibe el 50 % de 
la  unión  específica  del  radioligando  y  la  Ki,  constante  de  inhibición  del  ligando 
competidor que indica la afinidad del ligando por el receptor. 
Los ligandos, insolubles en agua, se disolvieron en dimetilsulfóxido (DMSO) a 
















 Ensayos	 de	 competición	 por	 la	 unión	 a	 receptores	 5‐HT2A	
humanos	
Estos  ensayos  se  llevaron  a  cabo  utilizando  membranas  previamente 
preparadas y validadas en el grupo. 
Se  incubaron 80 µg de proteína por pocillo  con 1 nM  [3H]‐ketanserina  (67 
Ci/mmol  Perkin‐Elmer,  Massachusetts,  USA)  utilizando  metisergida  1  µM  como 
ligando  inespecífico. Los compuestos a estudiar se  incubaron a una concentración 
10‐5 M, en un volumen total de 250 µl de tampón de incubación (Tris‐HCl 50 mM pH 
7.5)  en  una  placa  de  polipropileno  de  96  pocillos  durante  30 min  a  37  C  con 
agitación. Transcurrido este tiempo se traspasaron 200 µl de  la mezcla a una placa 




60 C y  se  les adicionó 30 µl de  líquido de centelleo Universol®  (MP Biomedicals, 
Santa  Ana,  USA)  para  realizar  la medida  de  radioactividad.  La  radioactividad  se 
midió en un contador Microbeta Trilux (Perkin‐Elmer). 
 Ensayos	 de	 competición	 por	 la	 unión	 a	 receptores	 5‐HT2B	
humanos	
Se  incubaron 5 µg de proteína por pocillo en el  caso de  [3H]‐LSD  y 40 µg 









µl  de  la  mezcla  a  una  placa  MultiScreenHTS  con  filtros  GF/C  (Merck  Millipore, 
Billerica, USA) pretratada 24 h antes con PEI 0.5 % y previo al ensayo con tampón de 
incubación  durante  15  min  (250  µl/pocillo).  Se  filtró  el  contenido  realizando  4 
lavados con 250 µl de tampón de lavado (Tris‐HCl 50mM pH 7.4) frio. Los filtros se 
secaron  en  estufa  durante  1  h  a  60  C  adicionándoseles  posteriormente  30µl  de 
líquido de centelleo Universol®  (MP Biomedicals, Santa Ana, USA) para  realizar  la 




(GraphPad  Software  Inc.),  seleccionando  dicho  programa  el  mejor  ajuste  de 
regresión no lineal. 




Donde  Y  es  la  unión medida  en  presencia  de  varias  concentraciones  de 
ligando  competidor,  x  es  la  concentración  del  ligando  competidor,  IC50  es  la 











Material  y  Métodos  
71 
 









En  los  casos  en  los  que  los  compuestos  no  desplazan  totalmente  al 































tiempos  (0,  10,  15,  20,  25,  28,  30,  32  y  33 min)  con  el  fin  de  evaluar  distintos 






incubación  durante  15  min  (250  µl/pocillo).  Se  filtró  el  contenido  realizando  4 
lavados con 250 µl de tampón de lavado (Tris‐HCl 50mM pH 7.4) frio. Los filtros se 
secaron en estufa durante 1 h a 60  C adicionándoseles posteriormente 30 µl de 
líquido de centelleo Universol®  (MP Biomedicals, Santa Ana, USA) para  realizar  la 




(GraphPad  Software  Inc.),  seleccionando  dicho  programa  el  mejor  ajuste  de 
regresión no lineal. 
Los  experimentos  cinéticos  se  utilizan  para  determinar  las  constantes  de 
asociación  y  disociación.  Todos  los  análisis  asumen  que  la  unión  sigue  la  ley  de 
acción de masas: 
 












Un  experimento  de  disociación  mide  la  velocidad  de  disociación  del 







Donde  Y0  corresponde  al  valor  de  Y  a  tiempo  cero  y  NSB  a  la  unión  no 
específica. 
VI. ESTUDIOS	FUNCIONALES	IN	VITRO	
La activación de  los  receptores 5‐HT2B en  su papel de GPCRs  conduce a  la 
disociación de la proteína G heterotrimérica y liberación de la subunidad Gαq, que a 
su  vez  activa  la  PLC‐β.  La  PLC‐β  hidroliza  los  fosfoglicéridos  de membrana  que 
contienen  en  la  posición  3  del  glicerol  un  grupo  inositol  bifosfato,  produciendo 




La  tecnología FRET  (Fluorescence Resonance Energy Transfer) se basa en  la 
transferencia de energía entre dos  fluoróforos, un donante y un aceptor,  cuando 
ambos  se  encuentran  muy  próximos.  Así,  las  interacciones  moleculares  entre 
biomoléculas  se  pueden  evaluar  mediante  el  acoplamiento  de  un  marcador 
Y =  ((Y
0
 – NSB) *  e                )(‐Koff * x)  + NSB 








donante  y  el  aceptor  pueden  ser  acoplados  covalentemente  a múltiples  parejas, 
entre otros, dos proteínas de dimerización, dos hebras de ADN, un antígeno y un 
anticuerpo o un  ligando y su receptor. Debido a estas propiedades espectrales, un 
complejo  donante‐aceptor,  puede  ser  detectado  sin  la  necesidad  de  separación 
física de  los  reactivos no unidos.  Los ensayos no  requieren etapas de  separación 
tales como centrifugación, lavado o filtración. 
La  tecnología HTRF  (homogeneous  time‐resolved  fluorescence)  combina  la 
tecnología  FRET  con  la medida  time‐resolved  de  fluorescencia,  eliminando  así  la 
fluorescencia de  fondo, que desaparece  rápidamente. Los aceptores HTRF emiten 
fluorescencia estable en el tiempo cuando participan en un proceso de FRET  por lo 
que,  dejando  de  50  a  150  µs  entre  la  excitación  del  sistema  y  la medida  de  la 
fluorescencia,  se consigue una  señal  limpia de  todas  las emisiones no específicas. 














La acumulación de  IP1  inducida por  los agonistas en  las  células CHO‐K1 5‐
HT2B  se midió  por  tanto  utilizando  el  kit  HTRF  IP‐One  terbium  assay  kit  (CisBio 
International, Codolet, Francia), siguiendo las instrucciones del fabricante (a menos 
que  se  especifique  lo  contrario).  Las  células  se  sembraron  24  h  antes  del 




37  ° C durante 30 min, y  la  reacción  se  terminó mediante  la adición de 15μL del 
trazador IP1‐d2 y 15μL del anticuerpo monoclonal anti‐IP1 marcado con criptato de 
terbio  (Tb),  disueltos  en  tampón  de  lisis. A  continuación  las  placas  se  incubaron 












































































Las  comparaciones  se  realizaron  mediante  t  test  o  ANOVA  de  una  vía 
utilizando el programa   GraphPad Prism 5.00  (GraphPad Software  Inc.). En el caso 




Además  de  los  distintos  reactivos  ya  citados  a  lo  largo  del  texto,  a 




Los  reactivos  Trizma  base,  ácido  L‐ascórbico,  CaCl2∙2H2O,  MgSO4∙7H2O, 
NaHCO3, fueron suministrados por Sigma Aldrich (Sigma‐Aldrich, St. Louis, USA). 
Los  reactivos NaCl, KCl, KH2PO4, glucosa y NaOH  fueron  suministrados por 
Panreac (Panreac, Castellar del Vallès, España). 
Reactivos	 farmacológicos	 utilizados	 en	 los	 ensayos	 de	 unión	 de	
radioligandos	
Los reactivos farmacológicos ácido aristolóquico, metisergida y metiotepina 
fueron  suministrados  por  Sigma  Aldrich  (Sigma‐Aldrich,  St.  Louis,  USA).  La 
rauwolscina  fue suministrada por RBI  (RBI, Massachusetts, USA). A partir de estos 

























 Celecoxib	 y	 valdecoxib	 no	 activan	 por	 si	 mismos	 el	 receptor									
5‐HT2B	de	fundus	de	estómago	de	rata.	
Se evaluó  la potencia de  la 5‐HT en el receptor 5‐HT2B en ausencia de otros 
compuestos  y  la posible  respuesta del  tejido  a  celecoxib  y  valdecoxib  (Figura 19, 
Tabla 1). 
En estos estudios se observa que, mientras que  la 5‐HT presenta un efecto 
concentración‐dependiente,  en  el  caso  tanto  del  celecoxib  como  del  valdecoxib, 
sólo se detecta una leve estimulación a concentraciones superiores a 0.1 µM (8.1 % 










Figura  19:  Efectos  in  vitro de  celecoxib  y  valdecoxib  en  el  receptor 5‐HT2B de  fundus de 
estómago de rata. Curvas concentración‐respuesta acumulativas (CCRAs) de 5‐HT (●) y del 
compuesto en estudio  (■):  (A)  celecoxib  y  (B)  valdecoxib.  Se  representa  la media ± eem 




HT2B  de  fundus  de  estómago  de  rata.  Los  datos  muestran  la  media  ±  eem  de  10 










 Celecoxib	 y	 valdecoxib	 modulan	 el	 efecto	 de	 la	 5‐HT	 en	 el	
receptor	5‐HT2B	de	fundus	de	estómago	de	rata.	
Tras  comprobar  que  ambos  compuestos  por  sí  mismos  no  provocan  un 
efecto  apreciable  en  el  receptor  5‐HT2B,  se  estudió  su  influencia  en  el  efecto 
mediado por 5‐HT en estos receptores (Figura 20, Tabla 2). 











































de  fundus  de  estómago  de  rata  inducida  por  5‐HT.  CCRAs  de  5‐HT  en  ausencia  (●)  y 
presencia de distintas concentraciones  (0.1  (♦), 0.3  (▲), 1  (■) µM) de:  (A) celecoxib y  (B) 

































































Implicación	 del	 ácido	 araquidónico	 como	 mediador	 de	 la	 respuesta	
contractil	de	la	5‐HT	en	fundus.	
Para estudiar el posible mecanismo implicado en  la potenciación observada 
y  determinar  si  el  efecto  de  estos  compuestos  viene mediado  por  su  actividad 
inhibidora de la COX‐2, se realizaron CCRA en presencia de ácido aristolóquico, AAr, 
(inhibidor de la PLA2) (Figura 21, Tabla 3). 
No  se  observan  diferencias  significativas  en  las  CCRA  de  5‐HT  en  ausencia  y 
presencia de  ácido  aristolóquico,  sin embargo,  cuando estas  curvas  se  llevaron  a 












presencia  (■) de  ácido  aristolóquico  (AAr) 10µM.  (B) CCRA de 5‐HT en presencia de AAr 
10µM en ausencia (■) y presencia (▲) de celecoxib 1µM. (C) CCRA de 5‐HT en presencia de 
































































Tabla  3:  Potencia  (EC50)  y  eficacia  (Emax)  de  la  5‐HT  en  el  receptor  5‐HT2B  de  fundus  de 
estómago de rata en presencia de un  inhibidor de  la PLA2, ác. aristolóquico, en ausencia y 












Evaluación	 de	 la	 posible	modulación	 alostérica	 del	 receptor	 5‐HT2B	 de	
fundus	de	estómago	de	rata	por	celecoxib	y	valdecoxib.	







el efecto de  la  rauwolscina  se  revierte parcialmente  con ambos  compuestos  (P < 








Figura 22: Efectos  in vitro de  la rauwolscina sobre  la respuesta del receptor 5‐HT2B a 5‐HT 
en ausencia y presencia de celecoxib y valdecoxib. (A) Medida del efecto agonista de  la 5‐
HT en ausencia (●) y presencia (■) de rauwolscina 0.3µM. (B) Medida del efecto agonista de 
la 5‐HT en presencia de  rauwolscina 0.3µM en ausencia  (■) y presencia  (▲) de celecoxib 
1µM.  (C) Medida  del  efecto  agonista  de  la  5‐HT  en  presencia  de  rauwolscina  0.3µM  en 



























































Tabla  4: Potencia  (EC50)  y    eficacia  (Emax) de  la 5‐HT  en  el  receptor 5‐HT2B de  fundus de 













Inicialmente,  para  comprobar  que  somos  capaces  de  evaluar  el  daño 
valvular,  se  llevó a  cabo un experimento análogo al descrito por Elangbam y  cols 
(Elangbam  y  cols.  2008)  como  prueba  de  concepto  (ver  Introducción).  De  esta 
manera,  el  modelo  permitiría  comprobar  en  las  válvulas  cardíacas  ex  vivo  los 




HT,  la  respuesta  del  receptor  5‐HT2B  de  fundus  de  estómago  y  las  posibles 
alteraciones morfológicas valvulares. 
Niveles	plasmáticos	de	5‐HT	
Se  determinaron  los  niveles  plasmáticos  de  5‐HT  en  plasma  libre  de 






Figura  23:  Niveles  plasmáticos  de  5‐HT  tras  7  días  de  tratamiento  con  5‐HT,  75 mg/kg 
durante  los  primeros  4  días  y  60 mg/kg  a  partir  de  entonces.  Los  datos  representan  la 
media ± eem de 6 ratas experimentales (6 controles y 6 tratadas).  
Estudios	funcionales	ex	vivo	
Se  estudió  la  posible  alteración  de  la  respuesta  del  receptor  5‐HT2B  de 
fundus  de  estómago  de  rata  tras  el  tratamiento  con  5‐HT  durante  7  días, 


























































4  días  y  60  mg/kg  a  partir  de  entonces)  dio  lugar  a  un  aumento  de  la  5‐HT 
plasmática  acompañado  de  una  disminución  en  la  respuesta  a  5‐HT  de  los 
receptores 5‐HT2B de  fundus de estómago  y un engrosamiento  y  alteración de  la 












Tras  determinar  los  niveles  plasmáticos  de  5‐HT  en  plasma  libre  de 
plaquetas,  se  comprobó  que  el  tratamiento  con  celecoxib  no  alteraba  la 
concentración de 5‐HT plasmática (Figura 26). 
 




























El  tratamiento  de  21  días  con  celecoxib  30  mg/kg/día  aumentó 
significativamente  la  respuesta  de  5‐HT  en  los  receptores  5‐HT2B  de  fundus  de 
estómago de rata (Figura 27). Se observó un aumento de hasta 1,6 veces el efecto 
máximo en  las ratas tratadas con celecoxib con respecto a  los controles, mientras 
que  los valores de EC50 no  se vieron afectados  (EC50 = 240, 291 nM y Emax = 100, 
156% de las ratas tratadas y controles, respectivamente) (P <0.01, t test). 
 
Figura  27:  Efecto  del  tratamiento  con  celecoxib  sobre  la  activación  del  receptor  5‐HT2B 
promovida por 5‐HT. CCRAs de 5‐HT en el receptor 5‐HT2B de fundus de estómago de rata 
de ratas control (a las que se les administró vehículo) (●) y ratas tratadas con celecoxib (30 
mg/kg/día)  (■).  Los  datos  representan  la media  ±  eem  de  12  ratas  experimentales  (12 
controles y 12 tratadas). 
Estudios	inmunohistoquímicos	
El  fundus del estómago de  las  ratas  tratadas  con  celecoxib mostraron una 
mayor  inmunorreactividad para el  receptor 5‐HT2B que  la mostrada por el mismo 
tejido en  las ratas control  (Figuras 28A, B). El receptor se  localizó en  las neuronas 
del  plexo  de  Auerbach  tanto  en  los  animales  control  como  en  los  tratados,  sin 
embargo,  la  intensidad de  la  reacción  inmunohistoquímica en estas neuronas  fue 
mayor  en  las  ratas  tratadas  con  celecoxib  (Figura  28A)  que  en  las  ratas  control 
(Figura  28B).  Se  obtuvieron  resultados  similares  en  las  válvulas  aórtica  y mitral 
(Figuras 28C‐F).  



















Figura  28:  Inmunorreactividad  de  receptores  5‐HT2B  de  rata  después  de  21  días  de 
tratamiento  i.p.  con  celecoxib  30  mg/kg/día.  (A,  C,  E)  vehículo  (B,  D,  F)  celecoxib  30 
mg/kg/día. (A, B) plexo mientérico (C, D) válvula aórtica (E, F) válvula mitral (40x). 
Se  produjo  reacción  inmunopositiva  para  el  receptor  5‐HT2B  tanto  en  los 
fibroblastos de  ratas  tratadas  como en  los de  ratas  control,  si bien el número de 



























Figura  30:  Validación  de  membranas  CHO‐K1  5‐HT2B  con  [
3H]‐LSD  y  [3H]‐5‐HT.  (A,  D) 
Linealidad de proteína (B, E) Saturación de radioligando (C, F) Competición de estándares. 



















































































































En base  a  los  resultados obtenidos  se  seleccionaron 5 µg de proteína por 
pocillo  en  el  caso  de  [3H]‐LSD  y  40  µg  cuando  se  utiliza  [3H]‐5‐HT.  Asimismo  se 




cols. 5‐Hydroxytryptamine  receptors: 5‐HT2B  receptor.  IUPHAR database  (IUPHAR‐
DB)). 
 Celecoxib	y	valdecoxib	no	 tienen	afinidad	por	 los	 receptores	5‐
HT2B	y	5‐HT2A	humanos	
Los compuestos evaluados mostraron muy baja afinidad por  los receptores 
5‐HT2B  recombinantes  humanos  expresados  de  forma  estable  en  células  CHO,  a 




rata  (Enguix  y  cols.  2003)  y,  por  tanto,  podría  contribuir  a  la  cardiotoxicidad 
observada en estos compuestos, se decidió evaluar también la afinidad de celecoxib 



















Celecoxib 10 µM 2 ± 3 17 ± 2 
Valdecoxib 10 µM 3,2 ± 0,7 28 ± 6 
 




de  concentraciones  equivalentes  a  las  terapéuticas  (Tabla  6)  tanto  de  celecoxib 
como de valdecoxib (Figura 31). 



















(Kursar  y  cols.  1994;  Rothman  y  cols.  2000),  mientras  que,  en  presencia  de 
concentraciones  similares  a  las  terapéuticas  (10‐30  µM)(EMA  2005)(EMA  2005) 
(EMA 2005) el celecoxib aumenta de forma significativa (P <0.01, t test) la afinidad 
de concentraciones de 5‐HT equivalentes a los niveles plasmáticos (0.1‐10 nM) por 
el  receptor  5‐HT2B  humano.  Este  efecto  también  se  observó  con  valdecoxib,  sin 
embargo, en este  caso,  sólo a  concentraciones  superiores a 1 µM  (concentración 
equivalente a la terapéutica) (Figura 32). 
 
Figura  31:  Efectos  in  vitro  de  concentraciones  equivalentes  a  las  dosis  terapéuticas  de 
celecoxib  y  valdecoxib  sobre  la  afinidad de  5‐HT  por  el  receptor  5‐HT2B humano. Curvas 
concentración‐respuesta  (CCRs) de 5‐HT en el receptor 5‐HT2B humano marcado con  [
3H]‐
LSD  utilizando  5‐HT  50  µM  para  determinar  la  unión  no  específica.  Se  representa  el 
porcentaje  de  unión  de  [3H]‐LSD  para  cada  concentración  de  5‐HT  en  ausencia  (●)  y  en 
presencia  de  diferentes  concentraciones  de  (A)  celecoxib  (10  (▲),  30  (■)  µM)  y  (B) 
valdecoxib  (1  (♦),  10  (▲),  30  (■)  µM).  Se muestra  la media  ±  eem  de  un  experimento 
representativo  de  un  total  de  tres  experimentos  independientes  (n=3)  realizados  con 
puntos por duplicado. 
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Figura  32:  Efectos  in  vitro  de  concentraciones  equivalentes  a  las  dosis  terapéuticas  de 
celecoxib  y  valdecoxib  sobre  el %  de  unión  específica  de  5‐HT  1  nM  al  receptor  5‐HT2B 
humano. *P <0.01 t test. 
 Celecoxib	y	valdecoxib	no	alteran	 significativamente	 la	 cinética	
de	unión	de	la	5‐HT	en	el	receptor	5‐HT2B	humano.	
Para  examinar  la posible  alteración de  la  cinética de unión de  la  5‐HT,  se 
llevaron a cabo experimentos de disociación en ausencia y presencia de celecoxib y 
valdecoxib (Figura 33).  
El  estudio  cinético  de  ambos  inhibidores  de  la  COX‐2  puso  de manifiesto 
que,  aunque  la  velocidad  a  la  que  la  5‐HT  se  disocia  de  su  sitio  de  unión  se  vio 









































HT en ausencia  (●) y en presencia de diferentes concentraciones de valdecoxib  (0,1  (♦), 1 












































































Se  evaluó  la  activación  de  los  receptores  5‐HT2B  humanos  midiendo  la 
acumulación de IP1 en células CHO‐5‐HT2B (ver Material y métodos). 
 Celecoxib	 y	 valdecoxib	por	 si	mismos	no	 activan	 el	 receptor	5‐
HT2B	humano	
 Tanto  el  celecoxib  como  el  valdecoxib  provocaron  un  aumento  en  la 





5‐HT  (●),  celecoxib  (■)  y  valdecoxib  (▲).Se muestra  la media  ± eem de un experimento 































Tabla  8:  Potencia  (EC50)  y  eficacia  (Emax)  de  la  5‐HT,  el  celecoxib  y  el  valdecoxib  en  el 























(▲),  10  (■)  µM)  de  (A)  celecoxib  y  (B)  valdecoxib.  Se muestra  la media  ±  eem  de  un 






 La	 fluoxetina	 se	 comportó	 como	 un	 agonista	 parcial	 de	 los	
receptores	5‐HT2B	de	fundus	de	estómago	de	rata.	
La fluoxetina causó una estimulación leve de los receptores 5‐HT2B de fundus 
de estómago de  rata  (a  concentraciones  superiores  a 10μM alcanzó un 35 % del 
efecto de 5‐HT) (Figura 36A). 
Sin embargo, cuando  las CCRAs del agonista endógeno  (5‐HT) se realizaron 
en  presencia  de  fluoxetina,  se  encontró  que  ésta  era  capaz  de  aumentar 
ligeramente el efecto de bajas dosis de 5‐HT (20 % de incremento), mientras que, al 
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Con el fin de evaluar  las posibles  implicaciones  in vivo del comportamiento 
observado,  se  llevó  a  cabo un experimento  con  ratas  a  las que  se  administró un 
tratamiento consistente en 10 mg/kg/día de fluoxetina durante 21 días. 
Niveles	plasmáticos	de	5‐HT	






























































































afectar  el  efecto máximo  en  ratas  tratadas  en  comparación  con  las  ratas  control 




estómago  de  las  ratas  tratadas  con  fluoxetina  mostraron  una  mayor 
inmunoreactividad  para  el  receptor  5‐HT2B  que  los  mismos  tejidos  de  las  ratas 
control  (Figura  39A,  B).  El  receptor  se  localiza  en  las  neuronas  del  plexo  de 
Auerbach tanto en  las ratas control como en  las tratadas, pero  la  intensidad de  la 
reacción inmunohistoquímica en estas neuronas es mayor en las ratas tratadas con 
fluoxetina  (Figura  39B)  en  comparación  con  las  ratas  control  (Figura  39A). 
Resultados  similares  se  observan  en  las  válvulas  aórtica  y mitral  (Figura  39C‐F), 
donde  la  reacción  inmunopositiva  para  el  receptor  5‐HT2B  se  mostró  en  los 
fibroblastos de ambos grupos de ratas, sin embargo, el número de células positivas 






Figura  39:  Inmunorreactividad  de  receptores  5‐HT2B  de  rata  después  de  21  días  de 






































Cuando  se  construyeron  CCRs  de  5‐HT  en  presencia  de  diferentes 





































Figura  42:  Efectos  in  vitro  de  concentraciones  equivalentes  a  las  dosis  terapéuticas  de 
fluoxetina  sobre  la afinidad de 5‐HT por el  receptor 5‐HT2B humano. CCRs de 5‐HT en el 
receptor 5‐HT2B humano marcado con  [
3H]‐LSD utilizando 5‐HT 50 µM para determinar  la 
unión  no  específica.  Se  representa  el  porcentaje  de  unión  de  [3H]‐LSD  para  cada 
concentración de 5‐HT en ausencia  (●) y en presencia de diferentes concentraciones  (0.1 
(x), 0.5  (Δ),  1  (★), 2  (♦), 10  (▲), 30  (■) µM) de  fluoxetina.  Se muestra un  experimento 
representativo  de  un  total  de  tres  experimentos  independientes  (n=3)  realizados  con 
puntos por duplicado. 
Estudios	funcionales	celulares	














































2  (▲),  10  (■)  µM)  de  fluoxetina.  Se  muestra  la  media  ±  eem  de  un  experimento 
representativo  de  un  total  de  tres  experimentos  independientes  (n=3)  realizados  con 
puntos por duplicado. 
 




































Tabla  9:  Potencia  (EC50)  y  eficacia  (Emax)  de  la  5‐HT  en  el  receptor  5‐HT2B  humano  en 












Teniendo  en  cuenta  las  concentraciones  de  fluoxetina  plasmáticas 
alcanzadas  en  los  tratamientos  convencionales  (Tabla  10),  únicamente  dosis  por 
encima  del  umbral  superior  de  este  intervalo  (10  µM)  potenciaron 
significativamente (P <0.05, t test) la acumulación de IPs inducida por 0,1 – 1 μM 5‐
HT en el receptor 5‐HT2B humano. 








































cardiovascular  (Nebigil  y  cols.  2000),  regulan  el  desarrollo  y  crecimiento  de  los 
cardiomiocitos  (Jaffré  y  cols.  2004),  y  su  activación  se  ha  relacionado  con  la 
hipertrofia  cardíaca  (Jaffré  y  cols. 2009;  Jaffré  y  cols. 2004)  y  con  la hipertensión 
pulmonar (Zopf y cols. 2011). Su activación junto con la inhibición del transportador 
de  serotonina  juega  un  papel  importante  en  la  patogénesis  de  las  valvulopatías 
inducidas por 5‐HT (Elangbam y cols. 2008; Hutcheson y cols. 2011; Roth 2007).  
A  finales  de  la  década  de  1990,  la  fenfluramina  y  la  dexfenfluramina,  se 
asociaron  con  anomalías  valvulares  características  de  pacientes  que  presentaban 
daño  cardíaco  causado por  tumores  cancerígenos  secretores de 5‐HT  (Connolly  y 
cols. 1997). En el año 2000, se comprobó que la norfenfluramina, un agonista de los 
receptores 5‐HT2B  (Fitzgerald y cols. 2000; Rothman y cols. 2000),  también puede 
inducir  valvulopatías.  En  2007,  dos  grandes  estudios  epidemiológicos  europeos 
(Schade y cols. 2007; Zanettini y cols. 2007) estudiaron  la relación entre anomalías 
en las válvulas mitral, aórtica y tricúspide y el uso de los agonistas dopaminérgicos 
con  efecto  antiparkinsoniano  pergolida  y  carbegolida,  que  también  son  potentes 
agonistas del receptor 5‐HT2B. Ambos estudios concluyeron que el tratamiento con 















receptores.  El  descubrimiento  de  la  selectividad  funcional  y  del  alosterismo  ha 
abierto nuevos caminos para el diseño y el descubrimiento de nuevos fármacos. Por 
ello,  estas  “nuevas”  formas  de  interacción  ligando‐receptor  también  deben  ser 
tenidas  en  cuenta  a  la  hora  de  evaluar  la  seguridad  de  candidatos  a  fármaco, 
pudiendo  ser  las  responsables  de  reacciones  adversas  de  diversos  compuestos 
hasta ahora sin explicación mecanística. 
A la luz del papel que se atribuye al receptor 5‐HT2B en la patogénesis de la 
valvulopatía  cardíaca,  en  la  presente  Tesis Doctoral  se  estudiaron  los  efectos  de 
compuestos  que  potencialmente  interaccionarían  con  este  receptor  sobre  la 
farmacología del mismo. 
Inhibidores	selectivos	de	la	COX‐2	
Los  fármacos  inhibidores  selectivos  de  la  COX‐2,  comúnmente  conocidos 
como coxibs, se desarrollaron en  los años 90 con el objeto de obtener analgésicos 
con  una menor  incidencia  de  efectos  adversos  gastrointestinales  (Meade  y  cols. 
1993; Seibert y cols. 1994; Silverstein y cols. 2000; Vane y cols. 1998). Sin embargo, 
entre  otras  razones,  el  incremento  en  la  incidencia  de  efectos  adversos 
cardiovasculares severos (Bombardier y cols. 2000; Bresalier y cols. 2005; Kearney y 
cols.  2006;  Layton  y  cols.  2008;  Roumie  y  cols.  2009;  Silverstein  y  cols.  2000; 
Solomon y cols. 2008; Spalding y cols. 2007; Trelle y cols. 2011),  llevó a  la retirada 





Distintos  experimentos  y  ensayos  clínicos permitieron proponer que  estos 
efectos adversos cardiovasculares se deben principalmente a un desequilibrio entre 
las concentraciones plasmáticas de TXA2, sintetizado por la COX‐1 en las plaquetas, 
y  de  PGI2,  un  producto  del metabolismo  del  ácido  araquidónico mediado  por  la 






y  COX‐2  (FitzGerald  y  Patrono  2001),  esta  explicación  no  parece  completamente 
coherente  (Warner  y  Mitchell  2008).  Los  AINEs  sin  riesgo  cardiovascular  son 
también potentes  inhibidores de  la COX‐2 con diferente selectividad para COX‐1 o 
COX‐2. Este es el  caso, por ejemplo, del ketorolaco, un AINE  típico utilizado para 
tratar  el  dolor.  Este  AINE  ha mostrado  en  ensayos  in  vitro  que,  a  pesar  de  ser 
selectivo para  la COX‐1, es también un potente  inhibidor de  la COX‐2,  incluso más 
que muchos de los inhibidores selectivos de la COX‐2 (Hawkey 2006). Por todo esto 
no  se  deberían  descartar  otros  posibles mecanismos  que  podrían  contribuir  a  la 
toxicidad cardíaca asociada con estos compuestos. 
Un  estudio  quimiogenómico  realizado  en  el marco  del  proyecto  EU‐ADR 
(FP7/2007‐2013) (EU‐ADR Project Website) predijo que el celecoxib y el valdecoxib, 
podrían  interactuar  con  los  receptores  5‐HT2B.  Por  otra  parte,  se  ha  descrito  la 
interacción  directa  de  valdecoxib  con  este  receptor  (Roth  National  Institute  of 
Mental Health's Psychoactive Drug Screening Program  (NIMH PDSP)). A  la vista de 








estómago  de  rata.  Estos  estudios  en  tejidos  aislados  de  animales  de 
experimentación tienen la ventaja de que permiten una cuantificación precisa de la 
respuesta  evitando  la  interacción  con  otros  órganos  y  sistemas  así  como 
interferencias de procesos farmacocinéticos. El tejido utilizado para estos estudios 
fue  el  fundus  de  estómago  de  rata,  puesto  que  es  el  tejido  de  elección  para  la 
evaluación funcional de los receptores 5‐HT2B (Brea y cols. 2010; Vane 1957). 




que  estos  compuestos  no  activan  los  receptores  5‐HT2B  por  sí  mismos, 
observándose  únicamente  una  pequeña  estimulación  a  las  concentraciones más 
altas ensayadas (1 ‐ 3 µM) (8.1 % del efecto de la 5‐HT para celecoxib y 13.9 % del 
efecto de la 5‐HT para valdecoxib). . 
Para  discernir  si  el  celecoxib  y  el  valdecoxib  podrían  interaccionar 
indirectamente  con  los  receptores  5‐HT2B  de  fundus  de  estómago  de  rata,  se 
llevaron a cabo CCRAs de 5‐HT, en ausencia y en presencia de los mismos. Los datos 
obtenidos muestran que ambos compuestos incrementan tanto la potencia como la 
eficacia  de  la  5‐HT  en  el  receptor  5‐HT2B  de  forma  concentración‐dependiente, 
llegando a valores de Emax superiores a 130 % de la Emax de la 5‐HT (P <0.01, t test). 
En el caso de valdecoxib se observa una potenciación de  la respuesta del receptor 
para  todas  las  concentraciones  de  5‐HT  de  la  CCRA, mientras  que  en  el  caso  de 
celecoxib tan sólo se observa a concentraciones altas del agonista endógeno. Estos 
resultados  revelan que  los dos  compuestos median una modulación  indirecta del 
efecto  de  la  5‐HT  en  este  receptor.  Estos  resultados  descartan  una modulación 
cinética como explicación de este fenómeno puesto que la modulación ejercida por 










descrito  que  los  receptores  5‐HT2B  humanos  expresados  en  líneas  celulares 
estimulan  la PLA2  con  la  consiguiente  liberación de AA  (Cussac  y  cols. 2008), por 
tanto  el  AA  podría  estar  implicado  en  el  proceso  y  contribuir  a  potenciar  la 
contracción  del  tejido.  Para  estudiar  este  posible mecanismo  se  llevaron  a  cabo 
CCRAs de 5‐HT en ausencia y presenca de ácido aristolóquico, un inhibidor selectivo 
de  la  PLA2  (Moreno  1993).  No  se  observaron  diferencias  significativas  ni  en  la 







La potenciación del efecto de  la  5‐HT mediada por  celecoxib  y  valdecoxib 
junto con  la pequeña estimulación observada en  las CCRAs de estos compuestos, 
sería  compatible  con  una  modulación  alostérica  de  ambos  compuestos  en  el 




su  potencia  desplazando  la  CCRA  del  agonista  ortostérico  hacia  la  izquierda 
(Kenakin 2001; Langmead y Christopoulos 2006; Schwartz y Holst 2007) 
La  forma más adecuada para detectar y validar un agonismo alostérico es 




presencia del modulador alostérico  (Langmead  y Christopoulos 2006; May  y  cols. 




y  cols.  2003).  Se  observó  que  el  efecto  de  la  5‐HT  es  antagonizado  por  la 




unión  ortostérico  de  la  5‐HT.  La  co‐incubación  de  rauwolscina  con  celecoxib  o 
valdecoxib condujo a la reducción de la potenciación de la Emax de la 5‐HT observada 
en ausencia de  rauwolscina. Esto  sugiere que  las  conformaciones  inducidas en el 
receptor  5‐HT2B  por  la  unión  simultánea  de  estos  compuestos  y  un  antagonista 
ortostérico son diferentes de las inducidas cuando se administran solos (May y cols. 
2007). 
Esta  modulación  puede  ser  compatible  con  un  comportamiento  ago‐
alostérico  en  los  receptores  5‐HT2B,  puesto  que  ligandos  que  actúan  en  un  sitio 
alostérico son capaces de aumentar la eficacia del agonista endógeno y también de 
ejercer un efecto por sí mismos  (Smith y cols. 2011). Esta acción se atribuye a un 
cambio  conformacional  en  los  receptores  después  de  la  unión  alostérica,  que 
promovería un aumento de  la población de receptores en conformaciones activas, 
incrementándose  en  presencia  del  agonista  ortostérico  que,  al  unirse  a  las 
conformaciones activas, desplazaría aún más el equilibrio (May y cols. 2007). 
Actualmente  existen  diversas  teorías  acerca  del  lugar  de  unión  de  los 
agonistas  alostéricos  ya  que,  de momento,  se  han  caracterizado  los  lugares  de 
unión  de  pocos moduladores  que  actúen  como  agonistas  alostéricos.  De  todas 







la  parte  interna  del  dominio  transmembrana  III  (Schwartz  y  Holst  2007).  Este 
solapamiento  concuerda  con  las  actividades  agonistas,  pero  el  hecho  de  que 
además  se  comporten  como  moduladores  alostéricos  no  concuerda  con  la 
existencia  de  sitios  de  unión  comunes  con  el  ligando  ortostérico,  ya  que 
generalmente  se  propone  que  un  modulador  alostérico  se  una  al  receptor 
simultáneamente  al  ligando  ortostérico  pero  en  un  sitio  de  unión  distinto  para 
modular la afinidad y/o la función de éste último (Neubig y cols. 2003). 
Una posible explicación para este  fenómeno  (Schwartz y Holst 2007)  sería 
que  el  modulador  ago‐alostérico  pueda  presentar  distintos  modos  de  unión  al 
receptor, es decir, cuando se administra solo interacciona con residuos del sitio de 
unión  ortostérico,  lo  que  explicaría  su  ligera  actividad  agonista.  Sin  embargo,  en 
presencia del  agonista endógeno, que ocuparía el  lugar de unión ortostérico  con 
alta afinidad, el  ligando alostérico adoptaría un segundo modo de unión, que sería 
compatible  con  el  descrito  para  los moduladores  alostéricos.  Este modelo  se  ha 
propuesto para enlazar los sitios de unión alostéricos y ortostéricos del receptor M2 
(Steinfeld y cols. 2007).  
Con  el  fin  de  determinar  si  esta  modulación  puede  ocurrir  en  el  uso 
terapéutico  de  estos  fármacos,  se  trataron  ratas  Sprague‐Dawley  con  celecoxib 
durante 21 días. La dosis utilizada (30 mg/kg/día) fue seleccionada en base al rango 
de dosificación (entre la dosis mínima y  máxima eficaz en el paw swelling test), que 
es  10‐50  mg/kg/día  (Niederberger  y  cols.  2001).  Se  ha  descrito  que  24  horas 
después de la administración el 80‐90 % del celecoxib es excretado en ratas macho 
(Paulson  y  cols.  2000).  En  el  presente  estudio,  las  ratas  se  sacrificaron  24  horas 
después de  la administración de  la dosis  final el día 21, para descartar  la posible 
interferencia de cualquier resto de celecoxib circulante. 
El tratamiento indujo un aumento significativo (56 %) en la Emax de la 5‐HT en 




ratas  control,  sin  alterar  significativamente  la  EC50.  La  aplicación  de  técnicas 
inmunohistoquímicas  sobre  cortes  seriados  mostró  que  el  tratamiento  con 
celecoxib aumentó  la  inmunorreactividad y  funcionalidad de  los receptores 5‐HT2B 
en  el  fundus  de  estómago  de  las  ratas  tratadas  con  celecoxib  respecto  a  los 
controles,  lo  que  sugiere  un  aumento  en  la  expresión  del  receptor  después  de 
tratamiento con celecoxib, que puede explicar el aumento en la Emax de la 5‐HT, en 
base a un fenómeno de up‐regulation de estos receptores. 
Al  evaluar  inmunohistoquímicamente  las  válvulas  aórtica  y  mitral,  se 
obtuvieron  resultados análogos,  la  inmunorreactividad en  las válvulas de  las  ratas 
tratadas fue superior a la presente en las de las ratas control, lo que sugiere que un 
aumento  similar  en  la  sensibilidad  de  los  receptores  5‐HT2B  puede  ocurrir  en  las 
válvulas del  corazón  y por  lo  tanto  refuerza  la hipótesis de que estos  receptores 
pueden contribuir a las reacciones adversas asociadas a los inhibidores de la COX‐2.  
Cuando  estas  válvulas  se  estudiaron  histológicamente,  se  comprobó  que, 





podría  llevar a una mala coadaptación de  las valvas y  los consiguientes problemas 
de regurgitación valvular. 
La up‐regulation farmacológica se atribuye a una población conformacional 
de  los  receptores  inducida  por  el  modulador,  que  sería  menos  sensible  a  la 
internalización y, por lo tanto, el equilibrio entre la internalización y el reciclado se 
desplaza hacia un aumento en la expresión del receptor (May y cols. 2005). Se han 
descrito  resultados  similares a  los mostrados aquí en  receptores muscarínicos M2 
humanos, en los que la exposición prolongada a los moduladores alostéricos causó 
la  up‐regulation  de  la  expresión  de  los  mismos  en  la  superficie  y  aumentó  la 




durante  24  horas  al  modulador  alostérico  positivos  galamina  cambió  las 
propiedades de señalización de  los  receptores mACh M2 mediante un mecanismo 
que puede  implicar una modificación en  las propiedades de  internalización de  los 
mismos,  lo  que  se  traduciría  en  una  up‐regulation  de  estos  receptores  en  la 
membrana celular. 
Con  el  fin  de  evaluar  si  los  efectos  observados  podían  ser  debidos  a  un 
aumento de  la 5‐HT  circulante,  se cuantificó  su  concentración en plasma  libre de 
plaquetas. Los resultados mostraron que el tratamiento con celecoxib no alteró los 
niveles de 5‐HT plasmática. 
Para determinar  si  tendría  lugar una modulación  similar en  los  receptores 
humanos, se evaluaron  los efectos de celecoxib y valdecoxib en receptores 5‐HT2B 
humanos  recombinantes.  En  primer  lugar  se  evaluó  la  afinidad  de  celecoxib  y 
valdecoxib  sobre  los  receptores  5‐HT2B  humanos mediante  estudios  de  unión  de 





los  receptores 5‐HT2A. Estos  receptores  se encuentran en el músculo  liso vascular 
mediando la contracción de los vasos sanguíneos (Roth y cols. 1998), con lo que una 
activación  concomitante  de  los  receptores  5‐HT2A  y  5‐HT2B  aumentaría 
considerablemente el riesgo de efectos adversos cardiovasculares. Sin embargo, ni 
celecoxib ni  valdecoxib mostraron  afinidad por el  sitio de unión de  la 5‐HT en el 
receptor 5‐HT2A. 
Sin  embargo,  cuando  estos  compuestos  se  administraron  a  las 
concentraciones plasmáticas  terapéuticas  (EMA 2005;  FDA 2001) en presencia de 
concentraciones fisiológicas de 5‐HT (Kema y cols. 2000),  la unión de  la 5‐HT a  los 







los  receptores  5‐HT2B  humanos  es  muy  rápida  (Koff  =  1,718  a  1,836  min
‐1).  La 
tecnología utilizada en  los ensayos de unión de  radioligandos hace difícil detectar 
pequeñas  variaciones  en  este  rango  de  tiempos,  sin  embargo,  aunque  no 
significativa,  se  observó  una  tendencia  de  estos  compuestos  a  ralentizar  la 
disociación  de  la  5‐HT.  Este  efecto  cinético  es  consistente  con  el  perfil  de  unión 
observado en los ensayos de unión en el equilibrio, puesto que un mayor tiempo de 
unión al receptor, puede explicar la potenciación observada. 
Para  evaluar  la  repercusión  funcional  que  podría  tener  la  modulación 
observada,  se procedió a  la  realización de estudios  funcionales en  la  línea celular 
CHO‐5‐HT2B  humana.  Se  midió  la  acumulación  de  inositol‐fosfato  después  del 
tratamiento de  las células con celecoxib o valdecoxib, observándose que, mientras 
que el valdecoxib a una concentración equivalente a su dosis terapéutica (1 μM) no 
dio  lugar a una estimulación significativa de  la acumulación de  IP1, el  tratamiento 
con  concentraciones  más  altas  (10  μM)  activó  los  receptores  en  un  5  %.  La 
estimulación de los receptores 5‐HT2B por una concentración equivalente a la dosis 
terapéutica  de  celecoxib  (10  µM)  fue  del  25  %  del  efecto máximo  de  la  5‐HT. 
Cuando  estos  compuestos  se  co‐incubaron  con  5‐HT,  tanto  celecoxib  como 
valdecoxib  ejercieron  un  efecto  concentración‐dependiente  potenciando 










A pesar de  la  alta homología que presenta este  receptor entre diferentes 
especies  (79 %  con  los  receptores  de  rata),  las  diferencias  observadas  entre  los 
receptores 5‐HT2B humanos y  los receptores 5‐HT2B de rata se pueden atribuir a  la 
selectividad  interespecie.  Sin  embargo,  se  ha  descrito  que  los  moduladores 
alostéricos  son  capaces  de  influir  en  la  señalización  del  receptor  mediante  la 
selección de poblaciones conformacionales que son selectivas para una vía efectora 
con  respecto a otra  (Kenakin 2009; Keov y cols. 2011; Smith y cols. 2011),  lo que 
proporcionaría  más  pruebas  del  posible  comportamiento  alostérico  de  estos 
compuestos . Esto debe ser tenido en cuenta en la interpretación de los resultados 
mostrados  anteriormente,  ya  que  la  función  en  el  receptor  5‐HT2B  humano  se 
caracterizó a través de la medida de la formación de inositol fosfato, mientras que 
la  vía  efectora  de  la  contracción  inducida  por  el  receptor  5‐HT2B  en  fundus  de 
estómago de rata no está claramente definida (Brea y cols. 2010). 
Así, el estudio de inhibidores selectivos de la COX‐2 permitió observar que la 
potenciación  indirecta  ejercida  tanto  por  celecoxib  como  por  valdecoxib  en  la 
respuesta  de  5‐HT  en  receptores  5‐HT2B  tanto  de  rata  como  humanos,  es 
compatible con una modulación ago‐alostérica. Esto  tuvo una correspondencia ex 
vivo puesto que la administración diaria de celecoxib a ratas Sprague Dawley indujo 
una up‐regulation de estos  receptores  tanto en  fundus de estómago como en  las 
válvulas  cardíacas  que,  en  algunos  individuos,  vino  acompañada  de  cambios 
morfológicos  en  las  válvulas  similares  a  los  descritos  en  valvulopatías  cardíacas. 
Estos  resultados apoyan  la hipótesis de que esta modulación puede  contribuir, al 




además,  estudios  recientes han demostrado que  la  fluoxetina,  a  concentraciones 




astrocitos  de  ratón.  En  ellos,  la  fluoxetina  promueve  una  up‐regulation  de  estos 
receptores  e  induce  los  efectos  mediados  por  los  mismos:  estimulación  de  la 
glucogenolisis y aumento del Ca+2  libre citosólico  (Kong y cols. 2002; Zhang y cols. 
2010). Dado que estos cultivos no expresan SERT y cualquier 5‐HT presente en el 
suero  añadido  al  medio  de  cultivo  se  metaboliza  rápidamente  por  la  elevada 
actividad monooxidasa en las células, estos resultados no pueden ser causados por 






la  hipótesis  de  que  la  interacción  de  la  fluoxetina  con  los  receptores  de  5‐HT2B 
podría provocar  los efectos cardiovasculares adversos asociados a  la activación de 
este receptor. 
Para  probar  esta  hipótesis,  en  primer  lugar,  se  caracterizó  el  efecto  de  la 
fluoxetina en  los  receptores 5‐HT2B de  fundus de estómago de  rata. Se comprobó 
que, en este sistema,  la fluoxetina tiene una eficacia pobre por sí misma,  incluso a 




igual  magnitud  (incluso  a  concentraciones  elevadas,  a  las  cuales  todos  los 
receptores estarían ocupados) que el de un agonista total que actúa a través de los 
mismos  receptores en el mismo  tejido. Esto  se  traduce en que a concentraciones 










propiedades  como  agonista  parcial  del  aripiprazol  le  hacen  competir  con  la 
dopamina cuando existen altas concentraciones extracelulares de  la misma, como 
por  ejemplo  en  el  sistema  límbico  de  pacientes  esquizofrénicos,  causando  un 
antagonismo  parcial  con  el  consiguiente  beneficio  clínico.  Por  el  contrario,  en 
situaciones en las que la concentración extracelular de dopamina es baja, como por 




de  la  fluoxetina  como  un  agonista  parcial, mostrando  el  punto  de  corte  típico 
correspondiente  a  la  máxima  eficacia  de  la  actividad  agonista  (Ɛ  =  0.20),  y 
comportándose como un antagonista por encima del punto de corte. De esta forma 







(véase  Material  y  Métodos).  Se  ha  descrito  que  24  horas  después  de  la 
administración subcutánea el 90 – 100 % de  la  fluoxetina ya ha sido excretada en 
ratas macho (Qu y cols. 2009). En nuestros ensayos las ratas fueron sacrificadas 24 








alto  como  para  ser  capaz  de  activar,  entre  otros,  los  receptores  5‐HT2B.  Sin 
embargo, el  análisis  cuantitativo de  la 5‐HT en plasma  libre de plaquetas mostró 
que  no  hay  cambios  significativos  en  los  niveles  de  5‐HT  plasmática  después  del 
tratamiento con fluoxetina. Este resultado concuerda con la idea de que los niveles 
plasmáticos  de  5‐HT  se  autoregulan mediante  la modulación  de  las  propiedades 
cinéticas  del  SERT  en  las  plaquetas  (Brenner  y  cols.  2007).  Así,  los  resultados 
obtenidos en el presente  trabajo no pueden explicarse en base a  las propiedades 
inhibitorias  de  la  recaptación  de  5‐HT  ejercidas  por  la  fluoxetina,  deben  ser 
atribuidos a un efecto directo de ésta sobre el receptor 5‐HT2B. 
Cuando  se  evaluó  la  respuesta  de  los  receptores  5‐HT2B  de  fundus  de 
estómago,  se  comprobó  que,  el  tratamiento  con  fluoxetina  administrada  a  dosis 
equivalentes a las usuales en la terapéutica humana (10 mg/kg/día), indujo un claro 
desplazamiento de  la curva a  la derecha en ratas tratadas en comparación con  las 




Por  otra  parte,  este  tratamiento  aumentó  la  inmunorreactividad  de  los 
receptores  5‐HT2B  tanto  en  fundus  de  estómago  como  en  las  válvulas  aórtica  y 
mitral.  El  fenómeno de  sobre expresión de  receptores 5‐HT2B  tras el  tratamiento 
con  fluoxetina ya ha sido descrito en astrocitos de ratones, en  los que se observó 
que  los  efectos mediados  por  el  receptor  5‐HT2B  son  inicialmente  disminuidos  y 
posteriormente incrementados por la fluoxetina en un periodo de tiempo similar al 








Cuando  se  estudió  la  morfología  de  las  válvulas,  se  detectó  que,  en 
comparación con las de los animales del grupo control, las valvas de las válvulas de 
los animales del grupo sometido a tratamiento mostraron áreas correspondientes a 
GAGs  (zonas  blancas)  sustancialmente  mayores  con  diversos  grados  de 
engrosamiento. Este engrosamiento valvular fue principalmente debido a un mayor 
contenido  en  GAGs  en  las  zonas  afectadas  de  la  valva  de  la  válvula,  no  se 
observaron  fibrosis  valvular  ni  infiltración  de  células  inflamatorias.  Esta 






perfil de unión,  comprobándose que  la  fluoxetina  se une  a  los  receptores 5‐HT2B 
humanos con baja afinidad. Cuando se  llevaron a cabo CCRs de 5‐HT en presencia 
de  fluoxetina,  se  observó  que,  cuando  ésta  se  administra  en  concentraciones 
plasmáticas  terapéuticas  (EMA  2003;  Amsterdam  y  cols.  1997)  en  presencia  de 
concentraciones fisiológicas de 5‐HT (Kema y cols. 2000), las diferencias en la unión 
del  radioligando parecen  corresponder al desplazamiento de éste por parte de  la 
propia fluoxetina, sin observarse ningún desplazamiento adicional que implicara un 
cambio en la afinidad de la 5‐HT. 
Para determinar  la  relevancia  funcional del comportamiento observado, se 
midió  la  acumulación  de  inositol‐fosfato  después  del  tratamiento  de  las  células 







Como  se  comentó  anteriormente,  las  diferencias  en  la  potencia  en  los 
receptores  humanos  y  en  los  de  rata,  no  sólo  deben  ser  atribuidas  a  una 
selectividad  interespecies,  sino  también  al  hecho  de  que  algunos  fármacos  son 
capaces influir en la señalización del receptor mediante la selección de poblaciones 
conformacionales selectivas para una vía efectora con respecto a otra  (Mailman y 
Murthy  2010).  Fenómenos  de  selectividad  funcional  ya  se  han  descrito  para  los 
receptores 5‐HT2B, con ligandos agonistas de estos receptores mostrando diferentes 
grados  de  eficacia  en  función  de  la  vía  de  señalización  evaluada  (Cussac  y  cols. 
2008). Al igual que en el caso de los inhibidores de la COX‐2, esto debe ser tenido en 
cuenta  en  nuestros  ensayos  porque  en  los  receptores  5‐HT2B  humanos  se 





















En  resumen:  i) el estudio de  inhibidores  selectivos de  la COX‐2 permitió observar 
que la potenciación indirecta ejercida tanto por celecoxib como por valdecoxib en la 
respuesta  de  5‐HT  en  receptores  5‐HT2B  tanto  de  rata  como  humanos,  es 
compatible con una modulación ago‐alostérica que puede contribuir, al menos en 
parte, al aumento del  riesgo  cardiovascular descrito para estos  compuestos;  ii)  la 
fluoxetina se comportó como un agonista parcial débil tanto de receptores 5‐HT2B 
de  rata  como  humanos,  esto  puede  ser más  relevante  a  dosis  elevadas  y  en  los 

























2. Celecoxib  y  valdecoxib,  a  las  concentraciones  terapéuticas,  incrementaron 
tanto  la potencia (EC50) como  la eficacia (Emax) de  la 5‐HT en  los receptores 5‐
HT2B de  fundus de estómago de  rata. Esta potenciación  se mantuvo  tanto en 
presencia  de  un  antagonista  ortostérico  del  receptor,  rauwolscina,  como  en 
presencia de un inhibidor de la PLA2, ác. aristolóquico.  
3. Celecoxib,  a  concentraciones  terapéuticas,  y  valdecoxib,  a  altas 
concentraciones,  incrementaron  de  forma  significativa  la  afinidad  de  la  5‐HT 








la  inmunorreactividad  también  se  observó  en  las  válvulas  cardíacas  tras  el 
tratamiento. 
6. Se observaron cambios estructurales en  las válvulas de  las  ratas  tratadas con 
celecoxib similares a  los descritos en  las valvulopatías cardiacas  inducidas por 
fármacos. 
7. La fluoxetina activa  los receptores 5‐HT2B de rata con baja eficacia (35 % de  la 
Emax de la 5‐HT).  
8. La  fluoxetina  potenció  el  efecto  de  concentraciones  bajas  de  5‐HT  en  los 






9. La  fluoxetina,  a  pesar  de  su  afinidad  por  estos  receptores  (Ki  =  2514  nM), 
mostró muy  baja  eficacia  en  los  receptores  5‐HT2B  humanos,  observándose 
únicamente una ligera activación a 100 µM.  
10. El  comportamiento observado  con  fluoxetina en el  receptor 5‐HT2B de  rata  y 
humano es compatible con un agonismo parcial débil. 
11. El  tratamiento  con  fluoxetina  durante  21  días  incrementó  la 
inmunorreactividad y modificó  la  funcionalidad del  receptor 5‐HT2B en  fundus 
de estómago de rata, disminuyendo su respuesta a 5‐HT. Un incremento similar 
en  la  inmunorreactividad  también se observó en  las válvulas cardíacas  tras el 
tratamiento.  
12. Se observaron cambios estructurales en  las válvulas de  las  ratas  tratadas con 
fluoxetina similares a  los descritos en  las valvulopatías cardiacas  inducidas por 




























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































de  la  recaptación de  serotonina presentan un mayor  riesgo de  eventos  adversos 
cardiovasculares,  sin  embargo,  el  mecanismo  concreto  subyacente  es  aún 
desconocido. En este  trabajo  se plantea  la hipótesis de que  la modulación de  los 
receptores 5‐HT2B de  serotonina podría  ser  la  responsable, al menos en parte, de 
estos  efectos.  Observamos  que  celecoxib  y  valdecoxib  presentan  un 
comportamiento  compatible  con  una  modulación  alostérica  de  la  5‐HT  en  el 
receptor 5‐HT2B humano y de rata, mientras que la fluoxetina es un agonista parcial 
débil  de  estos  receptores.  Estos  resultados  apoyan  la  hipótesis  de  que  la 
modulación del efecto de la 5‐HT en el receptor 5HT2B podría contribuir al aumento 
del riesgo cardiovascular asociado a los coxibs y los ISRS. 
 
 
